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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
  
ATP 
CadF 
adenozin trifosfat 
zunanji fibronektinski protein pri bakteriji Campylobacter jejuni 
CapA lipoprotein pri bakteriji Campylobacter jejuni 
Cdc42 angl. cell division control protein 42 
CDT citoletalni distenzijski toksin (angl. cytolethal distending toxin) 
CFU enote, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming Units) 
Cia angl. Campylobacter invasive antigenes 
CIP ciprofloksacin 
CmeA periplazemski fuzijski protein črpalke CmeABC 
CmeABC izlivna črpalka  CmeABC 
CmeB notranji protein izlivne črpalke CmeABC 
CmeC zunanji protein izlivne črpalke CmeABC 
CmeR transkripcijski represor izlivne črpalke CmeABC 
CosR regulator oksidacijskega stresa (angl. Campylobacter oxidative stress 
regulator) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EGCG epigalaktehin galat 
EPI inhibitor efluksne črpalke (angl. Efflux Pump Inhibitor) 
ERY eritromicin 
EtBr etidijev bromid 
FlpA fibronektinski lipoprotein pri bakteriji Campylobacter jejuni 
gp169 glikoprotein 169 virusa humane imunske pomanjkljivosti 
gyrA podenota A bakterijske DNA giraze 
IBS sindrom razdražljivega črevesja (angl. Irritable Bowel Syndrome) 
JlpA lipoprotein pri bakteriji Campylobacter jejuni 
MHA Mueller Hinton agar 
MHB Mueller Hinton bujon 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
MOMP zunanji membranski protein pri bakteriji Campylobacter jejuni 
NCTC nacionalna zbirka tipskih kultur (angl. The National Collection of  
Type Cultures) 
NMP 1-(1-naftilmetil)-piperazin 
OD optična gostota (angl. optic density) 
PaβN 
PBS 
fenilalaninarginin-β-naftilamid 
fosfatni pufer 
PEB1 periplazemski protein pri bakteriji Campylobacter jejuni 
Rac1 regulator celičnega cikla 
RFU relativne fluorescenčne enote (angl. Relative Fluorescent Units) 
rRNA ribosomalna ribonukleinska kislina 
Sp1 transkripcijski faktor  
TC 
 
 
 
triklosan 
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1 UVOD 
 
Bakterije vrste Campylobacter, predvsem C. jejuni in C. coli, so povzročitelji 
kampilobakterioze, ki v Evropi velja za najpogostejšo bakterijsko črevesno okužbo ljudi od 
leta 2004 naprej (EFSA/ECDC, 2018). Najpogostejši vzroki okužbe so uživanje 
nezadostno toplotno obdelanega mesa, mleka ter kontaminirane vode (Backert in sod., 
2017), za razvoj bolezni pa zadostuje od 500-800 bakterijskih celic (Hofreuter, 2014). 
Poleg lažjih simptomov, kot so vodena driska, povečana telesna temperatura, glavobol in 
slabost, le redko pride do resnih zapletov (EFSA/ECDC, 2017). V tem primeru je potrebno 
zdravljenje z antibiotiki (Epps in sod., 2013).  
 
V zadnjih letih je zelo pomembna tema raziskovanja preprečevanje odpornosti bakterij 
proti antibiotikom ter iskanje novih zdravil. Raziskave kažejo, da bo nadaljnje povečanje 
števila odpornih izolatov, zaradi neuspešnega zdravljenja različnih okužb, leta 2050 
povzročilo 100 milijonov smrti letno (O’Neill, 2014).  
 
Rastline s svojimi sekundarnimi metaboliti predstavljajo alternativni način zdravljenja oz. 
lajšanja različnih simptomov ter vnetij (Friedman, 2015). Pripravki iz jaščarice 
(Peucedanum ostruthium) se predvsem v alpskih predelih tradicionalno uporabljajo za 
zdravljenje različnih bolezni (Vogl in sod., 2011, 2013). To lahko povežemo z vsebnostjo 
mnogih bioaktivnih sestavin, ki so jih dokazali v novejših raziskavah, predvsem kumarinov 
ter eteričnih olj, pa tudi polifenolov, aminov, glikozidov, flavonoidov in fenolnih spojin 
(Sarkhail, 2014). Narejenih je bilo že več raziskav, v katerih je bilo dokazano 
protimikrobno delovanje kumarinov, izoliranih iz P. ostruthium. Kumarin ostrutin je 
pokazal protimikrobno delovanje proti mikobakterijam (Schinkovitz in sod., 2003) in proti 
po Gramu pozitivnim bakterijam (Hodák in sod., 1967), oksipeucedanin in oksipeucedanin 
hidrat sta pokazala delovanje proti trem patogenim bakterijam - Bacillus cereus, 
Escherichia coli in Staphylococcus aureus (Gökay in sod., 2010). Imperatorin je pokazal 
inhibicijo nekaterih virusov (Sancho in sod., 2004) ter protimikrobno delovanje proti 
različnim po Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijam (Rosselli in sod., 
2006). Za sestavino ostol so potrdili inhibicijo rasti mnogih gliv, ki povzročajo bolezni 
rastlin (Shi in sod., 2008; Venugopala in sod., 2013).  
 
V naši raziskavi smo želeli določiti protimikrobno in odpornostno-modulatorno delovanje 
izvlečkov korenike jaščarice na bakterije C. jejuni in tako pokazati možnost njihove 
uporabe za preprečevanje ali zdravljenje kampilobakterioze. Mehanizmi, kot so sinteza 
encimov, sprememba tarče antibiotikov ter povečano izločanje protimikrobne snovi iz 
celice imajo zelo pomembno vlogo pri razvoju odpornosti C. jeuni, bakterije pa lahko 
vključujejo enega samega ali kombinacijo večih mehanizmov. V našem primeru smo 
raziskovali vpliv izvlečkov na izločanje protimikrobne snovi zaradi delovanja izlivnih 
črpalk ter zaradi povečane prepustnosti membane. 
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1.1 CILJI IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 
 
V magistrski nalogi so bili cilji in hipoteze sledeči: 
 
Cilji magistrske naloge: 
 
 Določiti protimikrobno učinkovitost izvlečkov korenike jaščarice (P. ostruthium) 
ter eteričnega olja  in posameznih frakcij izvlečkov rastline; 
 Določiti potencialno odpornostno-modulatorno delovanje vsaj nekaterih  izvlečkov 
in posameznih frakcij izvlečkov v sub-inhibitornih koncentracijah; 
 Določiti mehanizem delovanja izvlečkov, eteričnega olja in frakcij na celice C. 
jejuni NCTC 11168. 
Delovne hipoteze magistrske naloge: 
 
 Izvlečki korenike, eterično olje in posamezne frakcije  P. ostruthium bodo imele 
različno protimikrobno učinkovitost proti bakteriji C. jejuni NCTC 11168; 
 V sub-inhibitornih koncentracijah bo delovanje vsaj nekaterih izvlečkov in 
posameznih frakcij vključevalo odpornostno-modulatorno delovanje; 
 Mehanizem delovanja izvlečkov in frakcij bo vključeval vpliv na izlivne črpalke in 
membransko integriteto C. jejuni NCTC 11168. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 JAŠČARICA (Peucedanum ostruthium) 
 
Rod Peucedanum predstavlja velika heterogena skupina z več kot 120 vrstami, razširjenimi 
v Evropi, Aziji, Afriki in Severni Ameriki (Sarkhail, 2014). Jaščarica (lat. Peucedanum 
ostruthium; Imperatoria ostruthium; slika 1) je trajnica, ki jo uvrščamo v družino kobulnic 
(lat. Apiaceae). Najbolj uspeva v Alpah, pa tudi na drugih hribovitih in travnatih predelih 
ter ob potokih v Centralni in Južni Evropi (Novak in sod., 2011). P. ostruthium je rastlina z 
belimi cvetovi na vrhu kobulov, ki zraste do 60 cm in ima zelene, običajno trojno 
razdeljene liste (Chevallier, 2016). Posušene korenike P. ostruthium so v tradicionalni 
medicini alpskih področij uporabljali za pripravo čajev, likerjev in grenčic, proti 
gastrointestinalnim težavam, kardiovaskularnim boleznim, boleznim dihal in proti 
utrujenosti (Vogl in sod., 2011, 2013). Alkoholni ekstrakt korenike (Radix imperatoriae), 
poimenovan »Remedium divinum hoffmannii« (»Hoffmannove čudežne kapljice«), so 
uporabljali kot diuretik, za zdravljenje tifusa, zbijanje telesne temperature, proti paralizi in 
alkoholnem deliriju. Zunanje so ga uporabljali za zdravljenje razjed in raka (Sarkhail, 
2014).  
 
Pripravki s koreniko P. ostruthium imajo protivnetni, protibakterijski in protipiretični 
učinek (Zimecki in sod., 2009), pripomorejo pri zdravljenju astme in bronhitisa, blažijo 
menstrualne bolečine (Chevallier, 2016 ) ter pomagajo pri zdravljenju žolčnika in jeter 
(Cisowski in sod., 2001). Ekstrakt kobula P. ostruthium se zaradi njegovega belilnega 
učinka na koži uporablja tudi v farmacevtskih izdelkih in kozmetiki, saj z inhibicijo 
tirozinaze deluje na zmanjšanje melanogeneze. Melanin je pigment, katerega količina in 
razporejenost določa barvo kože pri ljudeh. Ekstrakt  P. ostruthium prepreči, da bi se 
tirozin v koži s pomočjo encima tirozinaza pretvoril v L-3,4-dihidroksifenilanin (DOPA), 
ki se nato skozi vrsto oksidacijskih procesov spremeni v temno obarvan melanin (Park in 
sod., 2017). 
 
2.1.1 Kemijska sestava 
 
Rastline rodu Peucedanum sestavlja mnogo bioaktivnih sestavin, kot so kumarini, 
polifenoli, amini, glikozidi, flavonoidi, fenolne spojine, eterična olja in diterpeni. Glavne 
sestavine predstavljajo kumarini in eterična olja, ki dajejo P. ostruthium velik biološki oz. 
farmakološki pomen (Sarkhail, 2014). 
 
2.1.1.1 Eterična olja 
 
Eterična olja so kompleksne mešanice hlapnih, iz rastlin biosintetiziranih snovi, ki v 
glavnem vključujejo nizko molekularne terpene, terpenoide, aromatske in alifatske spojine. 
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Običajno se za pridobivanje eteričnih olj uporablja destilacijo z vodo ali s paro, ekstrakcijo 
s topilom ali pa z metodo stiskanja. Zaradi njihovega antibakterijskega, protiglivičnega, 
protivirusnega, antiinsekticidnega in antioksidativnega delovanja se že leta uporabljajo v 
medicini in živilski industriji (Bassolé in Juliani, 2012). 
 
  
Slika 1: Jaščarica (Peucedanum ostruthium) (PFAF, 2018) 
 
Cisowski in sod. (2001) so primerjali sestavo s hidrodestilacijo pridobljenega eteričnega 
olja korenike ter zelišča P. ostruthium in ugotovili, da je v zelišču 0,95 % olja, v koreniki 
pa 1,25 % olja glede na suho maso. S plinsko kromatografijo z masno spektrometrijo in s 
plamensko ionizacijskim detektorjem so v olju korenike identificirali 39 snovi, 29 so jih 
tudi kvantificirali. V največji količini so kvantificirali sabinen (35,2 %) in 4-terpineol (26,6 
%). V eteričnem olju zelišča so od 44 identificiranih kvantificirali 39 snovi. V največjih 
količinah so dokazali vsebnost β-kariofilena (16,1 %) in α-humulena (15,8 %), sledi jima 
sabinen (4,7 %). V obeh eteričnih oljih so zaznali prisotnost kumarina ostola, v  eteričnem 
olju zelišča 5,5 % in v olju korenik 5,1 %.    
 
2.1.1.2 Kumarini 
 
Prva poročila o kumarinih prihajajo iz leta 1820 s Vogl-ovo izolacijo kumarina iz semen 
drevesa vrste Dipteryx odorata, znanega tudi kot »cumaru«. Kumarini nastanejo z reakcijo 
med fenoli in β-keto estri (de Souza in sod., 2016) in predstavljajo veliko skupino 
rastlinskih sekundarnih metabolitov, katerih najvišje vsebnosti najdemo v sadežih, sledijo 
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jim korenine, steblo in listi. Velik pomen jim daje njihova  biološka aktivnost (Sarkhail, 
2014), saj študije kažejo na njihovo antioksidativno, protimikobakterijsko, 
antikoagulantno, protitumorno,  protivirusno, protiglivično in protivnetno vlogo (Vogl in 
sod., 2011). Kumarine (2H-1-benzobiran-2-oni) delimo v štiri podskupine: enostavne 
kumarine, furanokumarine, piranokumarine in pironsko substituirane kumarine (Sarkhail, 
2014). 
 
Vogl in sod. (2011) so v diklorometanskih izvlečkih P. ostruthium identificirali in 
kvantificirali kumarine, in sicer 6 % glede na suho maso rastline. Ostrutin je bil 
kvantificiran kot glavni kumarin (38-41 %), sledi oksipeucedanin (17-20 %), imperatorin 
(12-15 %), ostrutol (12-14 %), izoimperatorin (9-10 %), oksipeucedanin hidrat (2-7 %) in v 
najmanjši količini ostol (1 %). Prav tako so iz diklorometanskega izvlečka P. ostruthium 
omenjene kumarine izolirali Urbain in sod. (2005). Le-ti so z metodo tankoplastne 
kromatografije - bioavtografije dokazali, da vse omenjene molekule inhibirajo encim 
acetilholinesterazo (AChE), kar kaže na velik potencial za zdravljenje Alzheimerjeve 
bolezni. 
 
2.1.2 Protimikrobno delovanje P. ostruthium 
 
Narejenih je bilo že precej raziskav o protimikrobnem delovanju različnih kumarinov. 
Schinkovitz in sod. (2003) so bili prvi, ki so dokazali antimikobakterijsko delovanje 
ostrutina iz P. ostruthium. Le-ta je pokazal pomembno inhibicijo več vrst hitrorastočih 
mikobakterij, kot so M. aurum, M. fortuitum, M. phlei in M. smegmatis, katerih MIK 
zavzema vrednosti od 3,4-6,7 µM, M. abscessus pa je pokazal nekoliko slabšo občutljivost, 
saj je njegov MIK 107,4 µM. Imperatorin do koncentracije 1,9 mM ni pokazal nobenih 
učinkov.  
 
Gökay in sod. (2010) so z metodo difuzije z diski določili protimikrobno aktivnost etil 
acetatnih frakcij P. ostruthium. Poskus so izvedli na treh patogenih bakterijah Bacillus 
cereus, Escherichia coli in Staphylococcus aureus. Močno inhibicijo proti bakteriji B. 
cereus sta pokazala predvsem oksipeucedanin in oksipeucedanin hidrat, kjer se je slednji 
pokazal kot glavna protimikrobna sestavina. 
 
O antibakterijskem delovanju ostrutina proti mnogim po Gramu pozitivnim bakterijam, kot 
so Bacillus megaterium, Micrococcus luteus, Micrococcus lysodeikticus in Staphylococcus 
aureus poročajo tudi Hodák in sod. (1967), ki protimikrobno delovanje povezujejo s 
strukturo dolgoverižnega ogljikovodika ostrutina. 
 
Ostol je kumarin, ki ga pogosto najdemo pri rastlinah kot so Angelica pubescens, Cnidium 
monnieri in P. ostruthium. Ostol je pokazal protimikrobno delovanje proti mnogim 
rastlinskim patogenom, kot so Rhizoctonia solani, Phytophtora capsici, Botrytis cinerea, 
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Sclerotinia sclerotiorum, in Fusarium graminearum (Venugopala in sod., 2013). Shi in 
sod. (2008) navajajo, da naj bi ostol inhibiral rast hif F. graminearum zaradi hitinazne 
aktivnosti, ki naj bi bila povezana s pomanjkanjem glukoze pri tretiranju z ostolom. Wang 
in sod. (2009) so dokazali, da kumarin ostol, sicer izoliran iz  plodov Cnidium monnieri, 
preprečuje rast praškaste plesni, ki jo povzroča Sphaerotheca fuliginea, kar so zaznali kot 
do 87 % zmanjšanje rasti plesni na mladih listih buče v primerjavi s kontrolo. Ugotovili so, 
da ostol zavira  germinacijo spor in rasti micelija S. fuliginea in vitro ter poškoduje celično 
steno in organele patogena. 
 
Sancho in sod. (2004) so odkrili pomembno zakonitost o delovanju kumarinov iz P. 
ostruthium (slika 2) na področju virologije. Dokazali so, da imperatorin inhibira virus 
vezikularnega stomatitisa in gp160 - ovojni rekombinantni virus humane imunske 
pomanjkljivosti tipa 1 (HIV-1) v mnogih T celičnih linijah in HeLa celicah. V nasprotju z 
drugimi kumarini,  imperatorin ni inhibiral reverzne transkripcije integraze, ampak je 
inhibiral gene, povezane s transkripcijskim faktorjem Sp1, in sicer ekspresijo ciklina D1. S 
tem je imperatorin povzročil ustavitev G1 faze celičnega cikla. Ti rezultati navajajo 
možnost delovanja naravnih anti-HIV-1 učinkovin, kot so furanokumarini, na Sp1 
transkripcijski faktor in njihovo potencialno terapevtsko vlogo pri zdravljenju  akviriranega 
imunskega deficitnega sindroma (AIDS).  
 
Slika 2: Struktura glavnih kumarinov iz  P. ostruthium. Linearni furanokumarini: oksipeucedanin hidrat (1), 
oksipeucedanin (2), ostrutol (3), imperatorin (4), izoimperatorin  (5), oksipeucedanin etanolat (9); enostavna 
kumarina: ostol (5), ostrutin (7); kromon: peucenin (8) (Vogl in sod., 2011) 
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2.2 ROD Campylobacter 
 
V rod Campylobacter uvrščamo različne po Gramu negativne, od 0,5 do 5 µm dolge in od 
0,2 do 0,9 µm široke, spiralno zavite palčke, ki so zaradi polarne flageliranosti na enem ali 
obeh koncih gibljive (Epps in sod., 2013). Flageli oz. bički so  ključni pri patogenezi 
kampilobaktrov, saj jim omogočajo hitro gibanje skozi mukozni sloj črevesa, lažje 
naseljevanje gostiteljevega prebavnega trakta in izločanje neflagelarnih proteinov Cia 
(angl. Campylobacter invasive antigenes) (Guerry, 2007). Bakterije rodu Campylobacter 
so nesporotvorni mikroaerofilni organizmi, ki najbolje rastejo pri atmosferi 5 % O2, 10 % 
CO2 in 85 % NO2, pri vrednosti pH od 6,5-7,5 in vodni aktivnosti (aw) = 0,997. 
Kampilobaktri dobro rastejo pri temperaturi od 37-42 °C, optimalno pri 41,5 °C, pod 30 °C 
pa se, zaradi pomanjkanja genov za hladni šok, ne razmnožujejo več. Ta karakteristika 
zmanjša zmožnost njihovega razmnoževanja zunaj gostitelja in med pripravo ter 
skladiščenjem hrane (Silva in sod., 2011). Pri temperaturi hladilnika bolje preživijo kot na 
sobni temperaturi, kar lahko, zaradi uživanja hlajenega mesa, ki je bil med zakolom okužen 
s črevesno vsebino, predstavlja vir mnogih infekcij (Hofreuter, 2014). Pri neugodnih 
pogojih rasti so sposobni tvorbe živih, vendar nekultivabilnih celic VBNC (angl. viable but 
not culturable), katerim se lahko po prehodu skozi prebavni trakt živali kultivabilnost 
povrne (Silva in sod., 2011). 
 
Bakterije rodu Campylobacter običajno najdemo v gastrointestinalnem traktu sesalcev in 
ptic kot komenzale ali patogene bakterije. Najbolj poznani vrsti sta C. jejuni in C. coli, ki 
predstavljata najpogostejši vzrok gastroenteritisov v razvitih državah. Poleg teh dveh 
povzročajo gastroenteritise tudi C. hyointestinalis, C. sputorum, C. upsalienses, C. 
ureolyticus (UK standards…, 2015), C. lari, ki predstavlja tudi vzrok za splav pri ovcah in 
kozah, in drugi. Rod Campylobacter vključuje tudi nepatogene bakterije (Le in van Vilet, 
2014). V ustni votlini ljudi najdemo C. concisus, C. gracilis, in C. hominis (Platts-Mills in 
sod., 2017), C. curvus, C. rectus in C. showae, ki lahko povzročijo zobne infekcije (UK 
standards…, 2015). 
 
Kampilobaktri so kemoheterotrofne bakterije, ki zaradi pomanjkanja encima 6-
fosfofruktokinaze kot vira energije ne uporabljajo ogljikovih hidratov, pač pa aminokisline 
(serin, aspartat, aspargin, glutamat, če so zaloge omenjenih aminokislin že izrabljene, pa 
tudi prolin) in intermediate cikla citronske kisline (Epps in sod., 2013). Virulentni 
kampilobaktri sintetizirajo tudi citoletalni toksin (angl. cytolethal distending toxin - CDT), 
ki predstavlja pomemben dejavnik virulence (Dasti in sod., 2010). 
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2.2.1 Zgodovina in klasifikacija 
 
2.2.1.1 Zgodovina 
 
Prvi zapisi o kampilobaktrih prihajajo iz leta 1886, ko je Theodore Escherich opazoval in 
opisal nekultivabilne, spiralno zavite bakterije, katere je identificiral iz blata otrok s 
črevesnimi motnjami. Bakterije so najprej uvrstili v rod Vibrio, šele leta 1963 pa sta 
Seabald in Vernon na podlagi lastnosti, kot so nizka vsebnost gvanina in citozina v DNA, 
nefermentativni metabolizem in mikroaerofilna rast, bakterije uvrstila v nov rod, 
poimenovan Campylobacter (Epps in sod., 2013). Zanimanje za kampilobaktre je leta 1973 
močno povečalo Butzlerjevo odkritje visoke incidence kampilobaktrov pri ljudeh z drisko 
(Silva in sod., 2011).  
 
2.2.1.2 Klasifikacija 
 
Bakterije rodu Campylobacter spadajo v razred Epsilonproteobacteria (Hofreuter, 2014) in 
v družino Campylobacteriaceae, kamor spadajo poleg rodu Campylobacter tudi rodovi 
Arcobacter, Sulfurospirillum in Dehalospirillum. Rod Campylobacter trenutno sestavlja 29 
vrst in 12 podvrst, od katerih več kot 90 % okužb s kampilobaktri povzroča C. jejuni, 
večino preostalih pa C. coli (Pitkanen in Hanninen, 2017). 
 
2.2.2 Značilnosti bakterije Campylobacter jejuni  
 
Mikrobiota perutnine, goveda, ovac in hišnih živali predstavlja naravni rezervoar 
kampilobaktrov. Okužba se na človeka prenese preko kontaminiranega, nezadostno 
termično obdelanega perutninskega in drugega mesa, vode in svežega mleka (Hofreurer, 
2014; Ballal, 2016; Backert in sod., 2017) ter povzroča kampilobakteriozo, katere 
simptomi se kažejo kot krvava driska, visoka temperatura in trebušni krči (Allos, 2001). 
 
C. jejuni (slika 3) ima majhen genom z visokim deležem gvanina in citozina (Backert in 
sod., 2017), njegovo zaporedje pa je bilo določeno leta 2000 (Dasti in sod., 2010). 
Tradicionalna filogenetska analiza taksonomije kampilobaktrov temelji na podobnosti 16S 
rRNA gena (Pitkanen in Hanninen, 2017). C. jejuni hidrolizira hipurat in indoksil acetat ter 
reducira nitrat (Silva in sod., 2011). Zaradi zahtevnih potreb po hranilih je njihova rast v 
okolju otežena (Dasti in sod., 2010). 
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Slika 3: Bakterija C. jejuni pod elektronskim mikroskopom (Altekruse in sod., 1999) 
 
2.2.3 Kampilobakterioza  
 
Kampilobakterioza je zoonoza, ki jo povzročajo bakterije rodu Campylobacter, predvsem 
C. jejuni in C. coli. Do okužbe najpogosteje pride zaradi stika oz. uživanja nezadostno 
termično obdelanega mesa perutnine, goveda, prašičev ter zaradi uživanja kontaminirane 
vode in surovega mleka (Backert in sod., 2017). Za bolezen je dovolj od 500-800 bakterij 
(Allos, 2001; Young in sod., 2007; Usha in sod., 2010; Hofreuter, 2014). Najpomembnejši 
virulentni dejavniki so kemotaksa, odpornost na antibiotike, adhezivnost, invazivnost, 
signalna transdukcija, programirana celična smrt (Epps in sod., 2013) in tvorba toksinov 
(Altekruse in sod., 1999). Citoletalni distenzijski toksini (CDTs) predstavljajo družino 
bakterijskih genotoksičnih proteinskih toksinov, katere proizvaja mnogo po Gramu 
negativnih bakterij (Guerra in sod., 2011). CDT je heterotrimerni proteinski toksin, ki ga 
sestavljajo podenote CdtA, CdtB in CdtC. CdtA in CdtC se vežeta z aktivno podenoto 
CdtB in skupaj tvorijo holotoksin. CdtA in CdtC ostaneta v celični membrani, medtem ko 
je CdtB tanslociran v celično citoplazmo ter potuje preko Golgijevega aparata in 
endoplazemskega retikuluma v jedro celice (slika 4) (Heywood in sod., 2005). Celična 
zastrupitev povzroči poškodbe DNA  in zavira mehanizm odziva na poškodbe DNA, kar 
povzroči ustavitev celičnega cikla v G1 in/ali G2 fazi (Guerra in sod., 2011). 
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Slika 4: Vezava CDT-ja je odvisna od prisotnosti lipidnih raftov. Toksin vstopi v celico preko od dinamina 
odvisne endocitoze v zgodnje in pozne endosome. Podenota CdtB nadalje prehaja preko Golgijevega aparata 
in endopazemskega retikuluma do jedra celice (Guerra in sod., 2011) 
 
Ko bakterije vstopijo v gastrointestinalni trakt najprej naselijo mukozni sloj, šele nato se s 
pomočjo flagela in raznih adhezinov, kot so zunanji membranski protein CadF, 
fibrionektinski protein FlpA, periplazemski protein PEB1, lipoproteina  JlpA in CapA in 
zunanji membranski protein MOMP, pripnejo na epitelne celice. Ključno vlogo pri 
prehodu bakterij na bazolaternalno stran epitelnih celic naj bi imela CadF in FlpA, ki se 
vežeta na fibronektin in z nadaljnjo signalno transdukcijo omogočata aktivacijo proteinov 
Cdc42 in Rac1, ki povzročita citoskeletne preureditve in posledično invazijo. Biček in 
zmožnost gibljivosti sta ključni lastnosti, ki pripomoreta pri vstopu kampilobaktrov v 
celico, velik vpliv pa ima tudi viskoznost mukoznega sloja (Backert in sod., 2017). Pri 
invaziji v gostiteljsko celico pomagajo tudi Cia (angl. Campylobacter invasion antigenes) 
proteini, ki se v citosol gostiteljskih celic prenesejo preko bička (Neal-McKinney in 
Konkel, 2012; Konkel in sod., 2013; Backert in sod., 2017). 
 
Bolezen spremljajo simptomi vodene driske, bolečin v trebuhu, povišana telesna 
temperatura, slabost in glavobol, ki običajno izzvenijo v 2-5 dneh. V večini primerov 
bolezen mine brez zapletov, redko pa C. jejuni povzroči tudi resne zaplete kot so Guillain-
Barrejev sindrom, reaktivni artritis, akutni transverzni mielitis (EFSA/ECDC, 2017), 
Miller Fisherjev sindrom ali sindrom razdražljivega črevesja (IBS) (WHO, 2012). Če 
kampilobakterioza poteka kot običajna črevesna okužba brez zapletov, po nekaj dneh 
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izzveni sama. Okuženi mora uživati veliko tekočine in elektrolitov. V hujših primerih je 
potrebno zdravljenje z antibiotiki, kot so makrolidi in fluorokinoloni (Epps in sod., 2013).  
 
Po poročanju EFSA/ECDC (2018) je kampilobakterioza v EU od leta 2004 vodilna 
zoonoza, kateri sledita salmoneloza in jersinioza. V letu 2016 je bilo v EU laboratorijsko 
potrjenih 246,307 primerov okužb s kampilobakteri, od tega 109,530 primerov okužb s C. 
jejuni. S smrtnim izidom se v Evropi konča 0,03 % okužb (EFSA/ECDC, 2017). Ocene 
pogostnosti smrtnih primerov so v razponu od <0,01 % do 8,8 %, odvisno od proučevane 
populacije in uporabljene metode, vključno z obdobjem spremljanja (WHO, 2012). 
Najnižja smrtnost je bila ugotovljena v nemški študiji, ki je poročala o povprečni letni 
smrtnosti 0,04 na 100000 prebivalcev (Werber in sod., 2012). Precej višje številke je 
pokazala kenijska študija, ki je pri otrocih, mlajših od 5 let, z laboratorijsko potrjeno 
infekcijo s kampilobaktri, ugotovila 8,8 % smrtnost (O’Reilly in sod., 2012). Ta podatek 
dokazuje, da na pojavnost kampilobakterioze pri ljudeh vpliva več faktorjev, predvsem 
starost (večja pojavnost pri otrocih pod 5 let starosti), letni čas (večja pojavnost v toplih 
mesecih), sev (nekateri sevi so manj patogeni, drugi bolj) in imunski sistem gostitelja 
(Silva in sod., 2011; Backert in sod., 2017).  
 
Po podatkih NIJZ (2017) v Sloveniji število prijav kampilobakterioze, predvsem v zadnjih 
letih, zelo narašča (slika 5). Kampilobakter je bil v letu 2016 v Sloveniji, podobno kot v 
mnogih drugih državah EU, najpogostejši bakterijski povzročitelj enteritisov. Podatki o 
številu prijav za leto 2016 (1571 prijav) je za 26 % višje kot leto prej. C. jejuni v letu 2016 
predstavlja 76 % prijav, sledi C. concisus  (9 %), C. ureolyticus (5 %), C. curvus (2,7 %) in 
drugi. Trend na sliki 6 prikazuje večjo incidenco kampilobakterioze v letu 2016 v 
primerjavi z letom prej in 10-letnim povprečjem. Iz slike lahko razberemo tudi, da je 
število prijavljenih primerov kampilobakterioze v poletnih mesecih mnogo višje kot v 
zimskem času. 
 
 
Slika 5: Število prijavljenih primerov kampilobakterioze v Sloveniji v obdobju med 2000 in 2016 
(MKGP/UVHVVR, 2017)  
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Slika 6: Število prijavljenih primerov kampilobakterioze po mesecih v Sloveniji v obdobju med 2015 in 2016 
ter 10-letno povprečje (NIJZ, 2017) 
 
2.2.4 Odpornost na protimikrobna sredstva 
 
Odpornost mikroorganizmov na protimikrobna sredstva je naravni evolucijski pojav, pa 
tudi  posledica globalnega širjenja protimikrobnih sredstev in njihove napačne, pretirane 
uporabe pri zdravljenju ljudi in živali (de Sousa Oliveira in sod., 2016). Razvoj odpornosti 
pri C. jejuni je odvisen od tipa protimikrobnega sredstva, njegove koncentracije in od 
mutacij, ki so se razvile na določeno protimikrobno sredstvo (Rossi in sod., 2015). 
 
Razvoj odpornosti na protimikrobna sredstva je proces, ki nastane zaradi mutacij v 
bakterijskih genih (notranja, intrinzična) ali zaradi pridobitve zunanje (pridobljene) 
odpornosti s horizontalnim prenosom genov med bakterijami. Bakterije lahko pridobijo 
več mehanizmov odpornosti in tako postanejo odporne proti večjemu številu 
protimikrobnih sredstev, kar je še posebej problematično, saj so tako možnosti za 
zdravljenje okužbe močno omejene (EFDA/ECDC, 2017).  
 
Kmalu po začetku zdravljenja kampilobakterioze z uporabo fluorokinolonov v 90ih letih 
prejšnjega stoletja so se začeli pojavljati prvi odporni sevi. Ameriška študija iz leta 2002 
navaja, da je bil pred letom 1992  na  fluorokinolone odporen C. jejuni le redko ugotovljen, 
medtem ko je med leti 1992 in 2001 odstotek odpornih sevov iz 1,3 % narasel na 40,5 %. 
Na Tajskem se je odpornost kampilobaktrov na ciprofloksacin med leti 1991 in 1995 
povečala iz 0 % na 84 %. V primerjavi s fluorokinoloni je odpornost C. jejuni na makrolide 
precej manjša (< 10 %) (Tang in sod., 2017). Po poročanju EFSA (2018) lahko trend 
naraščanja odpornosti proti antibiotikom vidimo tudi v Evropi. Podatki za leto 2016 kažejo 
na 54,6 % humanih izolatov, odpornih na ciprofloksacin, sledijo izolati, odporni na 
tetraciklin (42,8 %),  eritromicin (2,1 %), ko-amoksiklav (0,6 %) ter gentamicin (0,4 %). V 
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zadnjih letih predstavlja velik problem tudi rast deleža odpornih izolatov v živilski verigi, 
kar je posledica široke uporabe antibiotikov v veterinarski medicini, predvsem pri 
zdravljenju piščancev (Iovine, 2013). V letu 2016 je bilo iz piščančjega mesa na 
ciprofloksacin opornih 64,9 % izolatov C. jejuni. Statistika med leti 2013 in 2016 kaže na 
značilen porast odpornosti proti ciprofloksacinu v Avstriji, Estoniji, Franciji, Italiji in na 
Norveškem, upad pa v Španiji in Malti. Odpornost C. jejuni proti eritromicinu  ostaja na 
minimalni ravni v večini držav. Porast med leti 2013 in 2016 lahko vidimo v Litvi, na 
Norveškem in v Veliki Britaniji, upad pa v Luksemburgu in na Malti. Značilno povečanje 
odpornosti na tetracikline so zaznali v Avstriji, Estoniji, Italiji, Litvi in tudi v Sloveniji. V 
Sloveniji je bilo v letu 2016 največ izolatov C. jejuni odpornih na ciprofloksacin (66,4 %), 
sledijo tetraciklini (37,2 %) in eritromicin (0,4 %). 
  
2.2.4.1 Mehanizmi odpornosti na protimikrobna sredstva 
 
Najpogostejši mehanizmi bakterijske odpornosti pri po Gramu negativnih bakterijah so: 
 izčrpavanje protimikrobnega sredstva s pomočjo izlivnih črpalk; 
 sinteza encimov, ki inhibirajo protimikrobno sredstvo; 
 sprememba tarčnega mesta; 
 porinske mutacije  (de Sousa Oliveira in sod., 2016). 
Pri bakterijah rodu Campylobacter so najpogostejši mehanizmi bakterijske odpornosti 
preprečevanje stika protimikrobnega sredstva s tarčnim mestom, kar vključuje zmanjšanje 
membranske integritete in delovanje izlivnih črpalk, ter spremembo tarčnega mesta in 
modifikacijo oz. inaktivacijo protimikrobnega sredstva (Tang in sod., 2017).  
 
2.2.4.1.1 Izlivne črpalke 
 
Izlivne črpalke predstavljajo velik del bakterijske celice. Ocene kažejo, da 15-20 % 
genoma bakterije E. coli kodira proteine membranskega transporta (Ge in sod., 2005). 
Bakterijske izlivne črpalke so odgovorne za izločanje bakteriji lastnih in zunanjih toksinov 
ter antibiotikov. Najdemo jih v citoplazemskih membranah pri vseh vrstah celic, tako pri 
bakterijah kot pri evkariontih (Marquez, 2005). C. jejuni ima 14 domnevnih izlivnih črpalk 
iz različnih družin (Iovine, 2013). Glede na velikost, strukturo in vir energije jih delimo v 5 
družin: 
 MFS (angl. major facilitator superfamily) prenašalci, 
 SMR (angl. small multidrug resistance) prenašalci, 
 RND (angl. resistance-nodulation-devision) prenašalci, 
 MATE (angl. multidrug and toxic compound extrusion) prenašalci in 
 ABC (angl. ATP-binding cassette) prenašalci (Lin in sod., 2005b; Alvarez Ortega 
in sod., 2016)  
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ABC transportni prenašalci se od drugih štirih družin razlikujejo v tem, da kot vir energije 
uporabljajo hidrolizo adenozin trifosfata (ATP), medtem ko prenašalci iz ostalih družin kot 
vir energije uporabljajo gradient protonov. ATP membranski prenašalci lahko iz celic 
črpajo sladkorje, aminokisline, polisaharide in proteine, pri odpornosti na antibiotike pa ne 
sodelujejo (Halat in sod., 2016). 
 
2.2.4.1.2 Izlivna črpalka CmeABC pri bakteriji Campylobacter jejuni  
 
Prve domneve o delovanju membranskih izlivnih črpalk kot mehanizem odpornosti na 
protimikrobna sredstva pri bakterijah rodu Campylobacter prihajajo iz leta 1995 (Lin in 
sod., 2005b; Quinn in sod., 2007). Črpalka CmeABC spada v družino RND prenašalnih 
proteinov in prispeva k intrinzični in pridobljeni odpornosti. Njen genetski mehanizem 
odpornosti na antibiotike iz skupine makrolidov in fluorokinolonov je posledica tarčne 
mutacije gena gyrA in mutacije na področju V gena 23S rRNA. Z aktivnim delovanjem 
črpalke CmeABC se bakterije pred antibiotiki, barvili, detergenti in drugimi 
protimikrobnimi snovmi branijo tako, da jih črpajo iz celic. Prav tako ima črpalka 
CmeABC, zaradi izčrpavanja žolčnih soli, ključno vlogo pri in vivo kolonizaciji 
kampilobaktrov v prebavnem traktu piščancev (Quinn in sod., 2007). 
 
Izlivna črpalka CmeABC (slika 7) je sestavljena iz 3 prenašalnih proteinov; zunanjega 
transportnega proteina CmeC, notranjega transportnega proteina CmeB in periplazemskega 
fuzijskega proteina CmeA, ki povezuje enoti CmeC in CmeB (Wieczorek in Osek, 2013; 
Yao in sod., 2016; Vieira in sod., 2017). Vsi trije proteini so kodirani s tri-genskim 
operonom cmeABC s skupnim promotorjem (Lin in sod., 2005a).   
 
 
Slika 7: Model membranske izlivne črpalke iz družine RND; zelena barva označuje zunanji protein, rumena 
barva označuje fuzijski periplazemski protein, oranžno-rjava pa označuje notranji transportni protein (Kim in 
sod., 2011) 
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Izražanje črpalke CmeABC je nadzorovano s transkripcijskim represorjem CmeR, ki spada 
v družino TetR transkripcijskih regulatorjev. CmeR se veže na promotor cmeABC operona 
in tako inhibira njegovo transkripcijo. Mutacija v genu cmeR se kaže v povečani ekspresiji 
gena in povečanem izražanju črpalke CmeABC ter s tem tudi povečani odpornosti na 
različne antibiotike (Shen in sod., 2013). Lin in sod. (2005a) so pokazali, da je pri mutanti 
z izbrisom v genu cmeR transkripcija promotorja CmeABC povečana za 6,2-krat v 
primerjavi z referenčnim sevom. CmeABC je pri bakteriji C. jejuni tudi glavni mehanizem 
odpornosti na žolč, kar je bistvenega pomena za črevesno kolonizacijo. Izražanje cmeABC 
je inducirano z vezavo žolča na regulator CmeR, pri čemer se le-ta sprosti s promotorja in 
omogoči povečano ekspresijo črpalke (Grinnage-Pulley in sod., 2016). 
 
Grinnage-Pulley in sod. (2016) in Hwang in sod. (2012) so ugotovili, da je regulacija  
cmeABC bolj kompleksna, saj poleg regulatorja CmeR verjetno vključuje tudi interakcije 
drugih regulatorjev, npr. CosR, ki je pri C. jejuni znan kot regulator oksidativnega stresa. 
 
Na odpornost kampilobaktrov lahko vplivamo tudi z  mutacijo z izbrisom v genu cmeB. 
Guo in sod. (2010) so s primerjavo vrednosti MIK v C. jejuni 11168 in mutante z izbrisom 
v genu cmeB dokazali 8 do 16-kratno povečano občutljivost na ciprofloksacin, 4 do 64-
kratno povečanje občutljivosti na eritromicin, 2 do 16-kratno povečanje občutljivosti na 
tetraciklin in 4 do 32-kratno povečanje občutljivosti na etidijev bromid. Poleg črpalke 
CmeABC sodeluje pri protimikrobni odpornosti kampilobaktrov tudi črpalka CmeDEF, 
vendar je njena vloga sekundarna. Z mutacijo gena cmeG so dokazali tudi protimikrobno 
delovanje izlivne črpalke CmeGH (Jeon in sod., 2011; Klančnik in sod., 2012).  
 
2.2.4.2 Inhibitorji izlivnih črpalk 
 
Delovanje izlivnih črpalk lahko preprečimo na dva načina - z inhibitorji (angl. efflux pump 
inhibitor - EPI) ali z inhibicijo izražanja genov. Inhibitorji izlivnih črpalk povzročijo 
povečanje akumulacije protimikrobnih sredstev v bakterijskih celicah. Najbolj raziskana 
skupina inhibitorjev izlivnih črpalk je družina peptidomimetikov, v katero spada tudi 
fenilalaninarginin-β-naftilamid (PAβN) (Dai in sod., 2016). PAβN je bil prvi identificiran 
inhibitor iz te družine, prvič izoliran iz bakterije Pseudomonas aeruginosa (Lomovskaya in 
sod., 2001). Z njegovo uporabo se je odpornost proti makrolidom zmanjšala, medtem ko so 
bile pri fluorokinolonih in drugih antibiotikih spremembe zanemarljive (Mamelli in sod., 
2003, Kurinčič in sod., 2012, Hannula in Hänninen., 2008). 1-(1-naftilmetil)-piperazin 
(NMP) iz družine arilpiperazinov kaže delovanje na enake antibiotike kot PAβN, vendar je 
njegova učinkovitost slabša (Hannula in Hänninen., 2008). Rezultati raziskave Mu in sod. 
(2013) so pokazali potencialno delovanje protismernih peptidnih nukleinskih kislin (PNA), 
ki se specifično vežejo na komplementarne sekvence v DNA ali RNA in inhibirajo 
izražanje ali translacijo genov cmeABC. 
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Zaradi slabe specifičnosti in potencialne toksičnosti na gostitelja se inhibitorji izlivnih 
črpalk za zdaj še ne uporabljajo za zdravljenje infekcij pri ljudeh in živalih (Marquez, 
2005; Blanco in sod., 2016; Dwivedi in sod., 2017). Eden od možnih pristopov zdravljenja 
predstavljajo tudi alternativne substance iz rastlin, ki imajo potencialne protimikrobne 
učinke in so varne za uporabo v prehranski verigi (Marquez, 2005). Znanih je že mnogo 
naravnih inhibitrojev izlivnih črpalk. Porfirin feoforbid A in flavonoligan 5-
metoksihidnokarpin, oba izolirana iz rastlin rodu Berberis,  sta naravna inhibitorja črpalke 
NorA pri bakteriji S. aureus (Stermitz in sod., 2000). Diterpeni, izolirani iz Rosmarinus 
offıcinalis (Oluwatuyi in sod., 2004) in Lycopus europaeus (Gibbons in sod. 2003), 
povečajo aktivnost eritromicina proti makrolidno rezistentnim sevom S. aureus z njihovim 
delovanjem na MsrA transporter črpalke CmeABC. Kurinčič in sod. (2012) so ugotavljali 
domnevno inhibitorno delovanje naravne fenolne spojine epigalakatehin galata (EGCG) na 
bakterije rodu Campylobacter. Zmanjšanje odpornosti kampilobaktrov na eritromicin in 
ciprofloksacin kaže na odpornostno-modulatorno delovanje EGCG in njegovo potencialno 
uporabo v živilski verigi. 
 
Poznani so različni mehanizmi delovanja inhibitorjev na izlivne črpalke, in sicer lahko le-ti 
blokirajo ali poškodujejo zunanji transportni protein ali pa se vežejo s substrati in tako 
tvorijo tako velike komplekse, da ne morejo prehajati črpalke. Z vezavo na ATP in z 
motnjami protonskega gradienta lahko privedejo do primanjkljaja energije, ki je potrebna 
za delovanje črpalke (Marquez, 2005). 
 
2.2.4.3 Rastlinski izvlečki kot vir protimikrobnih snovi 
 
Mnogo rastlin in drugih naravnih snovi se že stoletja uporablja za zdravljenje in zaščito 
pred boleznimi. S povečanjem odpornosti mikroorganizmov na antibiotike pa se je 
zanimanje za uporabo naravnih proizvodov kot alternative ali dopolnil k antibiotikom še 
povečalo (Friedman, 2015). Izolacija in identifikacija rastlinskih sekundarnih metabolitov 
je zaradi njihovih potencialnih preventivnih ali zdravilnih učinkov zelo zanimiva za 
farmacevtsko in druge, npr. kozmetično in živilsko industrijo. Rastlinski izvlečki so 
kompleksne mešanice naravnih sestavin, med njimi so zelo dobro poznani alkaloidi, 
kumarini, eterična olja, flavonoidi, flavonoli, flavoni, lektini, fenoli in polifenoli, 
poliacetileni, polipeptidi, kinini, tanini in terpenoidi (Edwards-Jones, 2013).  
 
Protimikrobna sredstva, pridobljena iz rastlin, lahko delujejo tako na po Gramu pozitivne 
kot tudi na po Gramu negativne mikroorganizme. Pri baktericidnih koncentracijah delujejo 
predvsem na prepustnost bakterijske membrane, kar vodi do puščanja celične vsebine, 
motenj protonskega gradienta, disfunkcij izlivnih črpalk ter encimov, kar sčasoma povzroči 
smrt celic. Glavni protimikrobni učinek rastlinskih protimikrobnih sredstev izhaja iz 
njihovih hidrofobnih komponent, ki motijo celične membranske proteine in povezane 
strukture ter jih naredijo bolj prepustne (Upadhyay in sod., 2016). Naravne protimikrobne 
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snovi lahko, poleg že omenjenega delovanja na membrano, delujejo tudi na druge načine, 
in sicer lahko inhibirajo sintezo peptidoglikana, inhibirajo delovanje encima RNA 
polimeraze v fazi transkripcije, inhibirajo sintezo proteinov v fazi translacije, inhibirajo 
replikacijo DNA ali preprečijo sintezo esencialnih metabolitov (Choudhary in sod., 2013). 
 
Glavna prednost uporabe rastlinskih protimikrobnih sredstev je, da ne kažejo stranskih 
učinkov, ki so pogosto povezani s sintetičnimi kemikalijami. Zaradi svoje netoksične 
narave, nizkih stroškov in dobrega protimikrobnega delovanja se uporabljajo kot krmni 
dodatki v prehrani živali, dodatek k razkužilom v prehrambni industriji, kot antiseptiki v 
veterinarski medicini in kot vir novih zdravil (Upadhyay in sod., 2016). 
 
Mnogo raziskav dokazuje protimikrobno aktivnost naravnih snovi. Friedman in sod. (2004) 
so dokazali protimikrobno delovanje cimeta, timijana in origana proti odpornim sevom 
bakterij B. cereus, E. coli in S. aureus, kjer se je origano pokazal kot najbolj aktiven. 
Klančnik in sod. (2012) so raziskovali vpliv fenolnih snovi na kampilobaktre in dokazali 
močno protimikrobno delovanje karnozolne in rožmarinske kisline, mehanizem odpornosti  
pa je usmerjen na izlivne črpalke. S kombinacijo naravnih izvlečkov in konvencionalnih 
antibiotikov ali drugih naravnih izvlečkov lahko dosežemo sinergistični učinek. Na primer 
karvakrol je v kombinaciji z metil galatom pokazal povečano aktivnost proti osmim 
patogenim bakterijam, odpornim na nalidiksično kislino, v kombinaciji z cinamaldehidom, 
cimetno kislino, evgenolom in antibiotiki pa proti 39 patogenim bakterijam (Friedman, 
2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
 
 
Slika 8: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela 
*CFU=enote, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming Units), ERY=eritromicin, CIP=ciprofloksacin, 
TC=triklosan, EtBr=etidijev bromid, MIK= minimalna inhibitorna koncentracija, PBS=fosfatni pufer. 
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3.2 MATERIALI 
 
Eksperiment smo izvedli v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo na Biotehniški fakulteti 
v Ljubljani. V nadaljevanju so opisani delovni materiali (oprema, pribor, aparati, izvlečki 
P. ostruthium, raztopine, reagenti in mikrobiološka gojišča, ki smo jih uporabili pri delu. 
 
3.2.1 Izvlečki 
 
Izvlečke in njihove frakcije P. ostruthium je pridobila študentka Gaja Pretnar pod 
vodstvom prof. Franza Bucarja na Inštitutu za farmacevtske znanosti Karl-Franzens 
Universität, Gradec. Poskuse smo izvedli z 21 različnimi izvlečki, in sicer z etanolnim 
izvlečkom in njegovimi frakcijami (E0, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7), s heksanskim 
izvlečkom in njegovimi frakcijami (H1, H2, H3, H4, H5, H6) ter z eteričnim oljem in 
čistimi snovmi: neidentificirana spojina 1 (2), imperatorin (7)  in ostrutin (31), katere so 
bile pripravljene iz 4. frakcije etanolnega izvlečka, ter čisto snovjo imperatorin (S3), 
pripravljeno iz heksanskega izvlečka.  Zaradi premajhne količine nekaterih izvlečkov 
določenih eksperimentov ni bilo mogoče izvesti. 
  
3.2.2 Delovni mikroorganizmi 
 
Pri izvedbi eksperimenta smo uporabili 6 sevov bakterij vrste Campylobacter jejuni, od 
tega 1 referenčni sev in 5 mutant z delecijami v genih, ključnih za delovanje izlivnih 
črpalk. Vsi sevi so shranjeni v mikrobiološki zbirki Laboratorija za živilsko mikrobiologijo 
Oddelka za živilstvo na Biotehniški fakulteti in so navedeni v preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Bakterijski sevi in izvor bakterij Campylobacter jejuni, ki smo jih uporabili pri delu 
Laboratorijska oznaka seva Izvor Opis 
NCTC 11168 Humani Referenčni (divji tip) 
NCTC 11168∆cme1687 Mutant iz 11168 NCTC 11168 z mutacijo v genu cj1687 
NCTC 11168∆cmeB Mutant iz 11168 NCTC 11168 z mutacijo v genu cmeB 
NCTC 11168∆cmeF Mutant iz 11168 NCTC 11168 z mutacijo v genu cmeF 
NCTC 11168∆cmeG Mutant iz 11168 NCTC 11168 z mutacijo v genu cmeG 
NCTC 11168∆cmeR Mutant iz 11168 NCTC 11168 z mutacijo v genu cmeR 
 
3.2.3 Gojišča 
 
Pri izvedbi eksperimentov smo uporabljali gojišča, navedena v preglednici 2. Pripravili  
smo jih po navodilih proizvajalca ter jih 15 minut avtoklavirali pri tlaku 1,1 bar in 
temperaturi 121 °C. Tekoče gojišče (MHA) smo hranili v steklenicah, trdna  (Karmali in 
MHA) pa smo najprej v vodni kopeli ohladili do temperature, primerne za razlivanje v 
petrijeve plošče (50 °C). Še pred razlivanjem smo gojišču Karmali aseptično dodali 
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selektivni dodatek, pripravljen po navodilih proizvajalca. Ohlajena gojišča smo do uporabe 
hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
Gojišču Mueller Hinton agar (MHA), ki smo ga uporabili za selektivno rast mutant CmeB, 
CmeG in Cj1687, smo dodali antibiotik kanamicin v koncentraciji 30 mg/L, za selektivno 
rast mutant CmeF in CmeR pa antibiotik kloramfenikol v koncentraciji 4 mg/L. 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih gojišč, njihov proizvajalec, referenčna številka in namen 
Gojišče Proizvajalec Referenčna številka Namen 
Mueller Hinton agar 
(MHA) 
Oxoid CM0337 Precepljanje, ovrednotenje števila 
celic v kulturi 
Mueller Hinton bujon 
(MHB) 
Oxoid CM0405 Priprava kulture v tekočem 
gojišču 
Karmali Oxoid CM0935 Revitalizacija bakterij C. jejuni 
 
Dodatki: 
 Campylobacter selektivni dodatek Karmali (Oxoid, referenčna št.: SR0167E) 
3.2.3.1  Laboratorijski pribor, naprave in raztopine 
 
Preglednica 3: Laboratorijski pribor, uporabljen pri izvedbi eksperimenta 
Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Steklene čaše Duran, Nemčija 
Laboratorijske steklenice Duran, Nemčija 
Petrijeve plošče Labortehnika Golias, Slovenija 
Cepilne zanke Labortehnika Golias, Slovenija 
Mikorcentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Centrifugirke STARSTEDT, Nemčija 
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija 
Kivete STARSTEDT, Nemčija 
Brisi FL medical, Italija 
Mikrotitrske ploščice (prozorne) Sigma Aldrich, Nemčija 
Mikrotitrske ploščice (črne) Sigma Aldrich, Nemčija 
Injekcijske brizge BD Emerald, ZDA 
Filtri za enkratno uporabo (0,2µm) Sartorius, Nemčija 
Anaerobni lonec Oxoid, Velika Britanija 
Plinska jeklenka z mešanico plina (5 % O2, 10 % 
CO2 in 85 % NO2) 
Istragas, Slovenija 
Plastični lončki Labortehnika Golias, Slovenija 
Plinski gorilnik USBECK, Nemčija 
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Preglednica 4: Naprave, uporabljene pri izvedbi eksperimenta 
Naprava Proizvajalec 
Analitska tehtnica Sartorius analytic, Nemačija 
Tehtnica Mettler toledo, Švica 
Avtoklav Sutjeska, Srbija 
Laminarij Thermo Scientific, ZDA 
Inkubator Kambič, Slovenija 
Vrtinčno mešalo IKA, Belgija 
Spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih ploščic Tecan Trading, Švica 
Vodna kopel HAAKE, Nemčija 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Hladilnik Zanussi, Japonska 
Zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
Mešalec mikrotitrskih plošč Eppendorf, Nemčija 
 
Preglednica 5: Raztopine, uporabljene pri izvedbi eksperimenta  
Raztopina Proizvajalec 
Resazurin Sigma Aldrich, Nemčija 
Menadion Sigma Aldrich, Nemčija 
Reserpin Sigma Aldrich, Nemčija 
Etidijev bromid Sigma Aldrich, Nemčija 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Merck, Nemčija 
Fosfatni pufer (PBS) Oxoid, Velika Britanija 
Eritromicin Sigma Aldrich, Nemčija 
Ciprofloksacin Fluka Biochemika 
Triklosan Merck, Nemčija 
Kanamicin Merck, Nemčija 
Kloramfenikol Merck, Nemčija 
Absolutni etanol Merck, Nemčija 
Kit Live/Dead BacLightTM Bacterial Viability Kit Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 
3.3 METODE 
 
3.3.1 Revitalizacija bakterijskih kultur 
 
Za revitalizacijo bakterijske kulture smo odvzeli polno cepilno zanko zamrznjene kulture, 
hranjene v zamrzovalniku pri -80 °C v raztopini glicerola (200 µL) in gojišča MHB (800 
µL), nacepili na selektivno gojišče Karmali in inkubirali 24 h pri 42 °C v mikroaerofilni 
atmosferi. To smo dosegli s prepihovanjem anaerobnega lonca z mešanico plinov (85 % 
N2, 10 % CO2,  in 5 % O2). Sive kolonije, ki so zrasle po 24-urni inkubaciji, smo precepili 
na gojišče MHA in zopet inkubirali 24 h pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Pri gojenju 
mutant smo uporabili gojišče MHA z dodatkom antibiotikov kanamicina (30 mg/L) in 
kloramfenikola (4 mg/L). Tako pripravljene kulture smo uporabljali pri izvedbi poskusov. 
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3.3.2 Določanje protimikrobnega in odpornostno-modulatornega delovanja 
izvlečkov P. ostruthium 
 
Protimikrobno in modulatorno delovanje izvlečkov P. ostruthium smo določili z vrednostjo 
MIK, ki pomeni najnižjo koncentracijo določenega protimikrobnega sredstva, ki še zavira 
rast preiskovanega mikroorganizma (minimalna inhibitorna koncentracija). Uporabili smo 
mikrodilucijsko metodo v bujonu oz. metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. 
Izvlečke smo, zaradi slabšega raztapljanja v gojišču MHB, najprej raztopili v DMSO. 
Posameznemu izvlečku oz. izvlečku v kombinacijah z eritromicinom, ciprofloksacinom, 
triklosanom in etidijevim bromidom smo dodali kulturo C. jejuni in z določitvijo vrednosti 
MIK ovrednotili protimikrobno oz. modulatorno delovanje.  
 
3.3.2.1 Priprava kulture 
 
Iz gojišča MHA smo z brisom pobrali nekaj kolonij C. jejuni, pripravljenih po zgoraj 
opisanem postopku, in jih resuspendirali v tekočem gojišču MHB. Umerili smo optično 
gostoto na OD600=0,1, kar ustreza približno 5*107 CFU/mL. Ker smo za poskus 
potrebovali približno 5*105 CFU/mL, smo kulturo v gojišču MHB 100-krat redčili. 
 
Z metodo nanašanja kapljic na ploščo smo določili koncentracijo celic v tekoči kulturi. 
Pripravili smo ustrezne redčitve  in iz vsake  nanesli 3 kapljice po 10 µL na agarsko ploščo 
MHA, ki smo jih nato mikroaerofilno inkubirali 24 h pri 42 °C. Po inkubacji smo določili 
CFU/mL s štetjem kolonij vsakega vzorca posebej. 
 
3.3.2.2 Priprava založnih raztopin priprava mikrotitrske ploščice 
 
3.3.2.2.1 Priprava založnih raztopin izvlečkov rastline P. ostruthium 
 
Zaradi slabe topnosti naravnih izvlečkov rastline Peucedanum ostruthium v vodi smo 
izvlečke pred uporabo raztopili v topilu DMSO. Maso izvlečkov in volumne smo 
izračunali po spodnjih formulah 1, 2 in 3. V DMSO smo pripravili 20-krat večjo 
koncentracijo izvlečkov rastline P. ostruthium od tiste, ki smo jo želeli imeti v mikrotitrski 
ploščici. Tako pripravljen izvleček smo 10-krat redčili v tekočem gojišču MHB in prenesli 
po 100 µL v ustrezne luknjice prve vrste mikrotitrske ploščice. V ostale luknjice smo 
dodali po 50 µL gojišča MHB in izvleček redčili tako, da smo iz luknjic prve vrste vzeli 50 
µL vsebine ter jo prenesli v naslednjo vrstico. Vsebino smo dobro premešali in postopek 
nadaljevali do zadnje vrstice, iz katere smo, da je bil volumen v vseh luknjicah enak, prav 
tako odvzeli 50 µL vsebine in jo zavrgli. Z dodatkom kulture (50 µL) v vse luknjice smo 
dosegli želeno koncentracijo izvlečka in s tem nismo presegli koncentracije topila 2,5 %, 
kar bi lahko vplivalo na rast bakterij. Na mikrotitrski ploščici smo izvedli tudi pozitivno 
(gojišče MHB in kultura) in negativno (samo gojišče MHB) kontrolo. 
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V [DMSO] = 5 % V[izvlečka]                                                                                        …(1)                                                   
c(izvlečka) [na ploščici,
mg
mL
] ∗ 20 = c20 [
mg
mL
]                                                              …(2) 
c20 [
mg
mL
] ∗ V [DMSO, mL] = m [izvlečka, mg]                                                                    …(3) 
*V [DMSO]=volumen topila DMSO, c(izvlečka)=koncentracija izvlečka v mikrotitrski ploščici, c20=20-
kratna koncentracija izvlečka od željene, m=masa izvlečka.  
 
3.3.2.2.2 Priprava ostalih protimikrobnih sredstev 
 
Antibiotika eritromicin in  ciprofloksacin, razkužilo triklosan ter etidijev bromid smo 
pripravili v koncentracijah, navedenih v preglednici 6. Modulatornost smo preverjali pri 
subinhibitorni koncentraciji izvlečkov (etanolni izvleček, heksanski izvleček in eterično 
olje)1/16 MIK (62,5 mg/L).  
 
Preglednica 6: Antibiotiki, uporabljeni pri ugotavljanju odpornostno-modulatornega delovanja in njihova 
koncentracija 
Protimikrobno sredstvo Koncentracija založne raztopine (mg/L) 
Eritromicin 300 
Ciprofloksacin 160 
Triklosan 30000 
Etidijev bromid 5120 
 
3.3.2.3 Priprava ploščice pri testu protimikrobnega in odpornostno-modulatornega 
delovanja 
 
 
Slika 9: Priprava ploščice pri ugotavljanju protimikrobnega delovanja izvlečkov P. ostruthium v treh 
ponovitvah posameznega izvlečka ter pozitivna (gojišče + kultura C. jejuni) in negativna (gojišče) kontrola 
Pri ugotavljanju odpornostno-modulatornega delovanja smo pripravili prvo ploščico kot 
prikazuje slika 10, drugo pa tako, da smo v luknjice mikrotitrske ploščice poleg antibiotika 
oz. protimikrobnega sredstva dodali še izvleček v koncentraciji 1/16 MIK. S primerjavo 
vrednosti MIK samega protimikrobnega sredstva oz. antibiotika in v kombinaciji z 
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izvlečkom smo želeli ugotovili ali se zaradi dodatka izvlečkov P. ostruthium delovanje 
antibiotika poveča oz. zmanjša. 
Slika 10: Priprava ploščice pri ugotavljanju odpornostno-modulatornega delovanja izvlečkov P. ostruthium v 
kombinaciji z triklosanom, ciprofloksacinom, eritromicinom in etidijevim bromidom ter dve pozitivni 
kontroli (MHB + kultura in protimikrobno sredstvo + kultura) in negativna kontrola (MHB) 
 
3.3.2.4 Priprava raztopine resazurina za zaznavanje živosti celic 
 
Zatehtali smo 0,0028 g resazurina in ga raztopili v 1 mL sterilne destilirane vode, dobro 
premešali in dodali 9 mL gojišča MHB. Vsebino smo razdelili po 900 µL v 
mikrocentrifugirke. V vsako mikrocentrifugirko z raztopino resazurina smo dodali 100 µL 
raztopine menadiona, ki smo jo pripravili tako, da smo k 0,0014 g menadiona dodali 1 mL 
topila DMSO. Pripravljen reagent smo do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.3.2.5 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) 
 
Po 24 urni inkubaciji smo v vsako luknjico mikrotitrske ploščice, tudi v  pozitivno in 
negativno kontrolo, dodali po 10 µL raztopine resazurin. Mikrotitrsko ploščico smo 
inkubirali mikroaerofilno 2 h pri 42 °C. Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) oz. 
najnižjo koncentracijo protimikrobnega sredstva, ki še zavira rast bakterij, smo določili 
vizualno in preverili spektrofluorimetrično pri ekscitacijski valovni dolžini 550 nm in 
emisijski 595 nm, pri čemer smo uporabili prozorne mikrotitrske ploščice. V luknjicah, 
kjer so bile prisotne žive celice, se je modro obarvan reagent resazurin zaradi metabolne 
aktivnosti reduciral do rožnato obarvanega resorufina, ki zelo močno fluorescira. Na 
podlagi meritve fluorescence (Varioskan) smo narisali graf in vrednost MIK določili kot 
točko oz. koncentracijo, pri kateri je krivulja začela močno naraščati. Vizualno smo MIK 
določili kot zadnjo modro luknjico na mikrotitrski ploščici od zgoraj navzdol. 
 
Odpornostno-modulatorno delovanje smo določili s primerjavo vrednosti MIK 
posameznega protimikrobnega sredstva in vrednosti MIK protimikrobnega sredstva v 
kombinaciji z izvlečkom P. ostruthium. 
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3.3.3 Test kopičenja etidijevega bromida v celicah 
 
Test kopičenja etidijevega bromida smo uporabili za določanje vpliva naravnih izvlečkov 
na membranske izlivne črpalke. V primeru inhibicije črpalk pride do povečane akumulacije 
barvila etidijev bromid v celicah, kar lahko zaznamo kot povečanje fluorescence. 
 
3.3.3.1 Priprava kulture 
 
Iz gojišča MHA smo zajeli nekaj kolonij bakterijske kulture in jih resuspendirali v 20 mL 
na 42 °C ogretega gojišča MHB. Optično gostoto smo umerili na OD600=0,150-0,250. 
Tako pripravljeno tekočo kulturo smo inkubirali 4 ure pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. 
Po inkubaciji smo kulturo 5 min centrifugirali pri 6000 obratih na minuto in izpirali s 
pufrom PBS, ogretim na 42 °C. Postopek smo ponovili 2-krat. Optično gostoto smo 
umerili na OD600=0,2. 
 
3.3.3.2 Priprava inhibitorjev 
 
3.3.3.2.1 Izvlečki P. ostruthium 
 
Založno raztopino izvlečkov smo pripravili v topilu DMSO v 100-krat višji koncentraciji 
od končne koncentracije. V 990 µL kulture smo dodali 10 µL založne raztopine. DMSO 
pri tej koncentraciji ne vpliva na izlivne črpalke C. jejuni. Izvleček smo pri sevu C. jejuni 
11168 testirali v sub-inhibitornih koncentracijah (
1
2
 MIK, 
1
4
 MIK, 
1
8
 MIK in 
1
16
 MIK). 
 
3.3.3.2.2 Reserpin 
 
Reserpin deluje kot inhibitor izlivnih črpalk, saj povzroča povečano kopičenje etidijevega 
bromida v celicah. V ta namen smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo in ga primerjali z 
delovanjem ostalih izvlečkov. Založno raztopino reserpina s koncentracijo 10 g/L smo 
pripravili v topilu DMSO. 5 µL založne raztopine smo dodali v 995 µL kulture in tako 
dobili raztopino s končno koncentracijo 50 mg/L. 
 
3.3.3.3 Spektrofluorimetrično določanje etidijevega bromida v celicah C. jejuni 
 
Pripravljeni kulturi v mikrocentrifugirkah smo dodali inhibitorje v koncentracijah, ki 
ustrezajo 
1
2
 MIK, 
1
4
 MIK, 
1
8
 MIK in 
1
16
 MIK. Mikrocentrifugirke smo premešali in vsebino 
nanesli v črno mikrotitrsko ploščico, v vsako luknjico po 96,875 µL. Ploščico smo 
inkubirali 10 min pri 37 °C v mikroaerofilni atmosferi, tik pred začetkom merjenja kinetike 
pa smo v vsako luknjico dodali še 3,125 µL etidijevega bromida (založna raztopina c=16 
µg/mL). Kinetiko smo merili 1 uro. Test smo opravili v 2 ponovitvah, zadnjih 10 meritev 
smo uporabili pri statistični analizi. 
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Uporabili smo črne mikrotitrske ploščice Greiner Black 96 well. Meritve smo opravili 
vsakih 45 s pri ekscitacijski valovni dolžini 500 nm in emisijski valovni dolžini 608 nm. 
Kopičenje etidijevega bromida smo zaznali v povečanem fluorescenčnem signalu.  
 
3.3.4 Test vpliva izvlečkov P. ostruthium na membransko integriteto 
bakterijskih celic C. jejuni 
 
Vpliv izvlečkov na integriteto bakterijske celične membrane smo določili 
spektrofluorimetrično s kompletom LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes). Pri delu 
smo sledili proizvajalčevim navodilom z manjšimi spremembami. BacLight komplet 
vsebuje 2 barvili, in sicer barvilo SYTO9 in barvilo propidijev jodid. SYTO9 je zeleno 
fluorescenčno barvilo in obarva vse celice, poškodovane in nepoškodovane. Propidijev 
jodid je rdeče fluorescenčno barvilo in lahko obarva samo celice s poškodovano 
membrano. V prisotnosti rdečega barvila se fluorescenčni signal zelenega barvila 
zmanjšuje. Z merjenjem fluorescence pri λex=480 nm in λem=500 nm  lahko zaznamo 
stabilnost celične membrane. 
 
3.3.4.1 Priprava kulture 
 
Iz plošče MHA smo zajeli nekaj kolonij bakterije C. jejuni in jih resuspendirali v 20 mL 
gojišča MHA, ogretega na 42 °C. OD smo umerili na OD600=0,1-0,2, nato pa kulturo 8 ur 
inkubirali pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Po inkubaciji smo kulturo 5 min 
centrifugirali pri 6000 obratih na minuto. Supernatant smo odlili,  h kulturi dodali pufer 
PBS in premešali na vrtinčnem mešalu. Postopek smo ponovili dvakrat. V ogretem pufru 
PBS smo izmeri OD na OD600=0,1. Mrtvo kulturo smo pripravili tako, da smo odvzeli 2 
mL pripravljene kulture in jo 15 min segrevali na 80 °C. Živi mikrobni kulturi v 
mikrocentrifugirkah smo dodali inhibitorje v koncentracijah 
1
2
 MIK, 
1
4
 MIK, 
1
8
 MIK in 
1
16
 
MIK.  Izvleček je bil raztopljen v topilu DMSO, vendar njegova koncentracija v končni 
mešanici ni presegla 1 %, zato ni vplivala na celično membrano C. jejuni. 
 
3.3.4.2 Priprava reagenta za barvanje celic C. jejuni 
 
Da smo barvili zaščitili pred svetlobo, smo stekleno epruveto najprej ovili z aluminijasto 
folijo. V epruveti smo zmešali barvilo SYTO9, barvilo propidijev jodid in sterilno, 
prefiltrirano destilirano vodo v razmerju 3:3:1 (pore filtra = 0,2 µm).  
 
Pripravljeno kulturo in reagent za barvanje smo v razmerju 1:1 (100 µL kulture: 100 µL 
reagenta) nanesli na črno mikrotitrsko ploščico. Kinetiko smo spremljali 1 uro s 
fluorescenčnim čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan pri λEx=480 nm in λEm=500 nm in 
rezultat prikazali v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU). Iz zadnjih 10 meritev smo 
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izračunali odstotek zmanjšanja oz. povečanja integritete celične membrane zaradi vpliva 
izvlečka. 
 
3.3.5 Statistična analiza 
 
Statistično obdelavo podatkov kopičenja etidijevega bromida ter membranske integritete 
smo opravili s programom SPSS, verzija 23 (IMB, ZDA). Uporabili smo analizo one-way 
ANOVA s post-hoc testi Games-Howell, Tukay  in Duncan s statistično značilnostjo 
p<0,05. 
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4 REZULTATI  
 
4.1 DOLOČANJE PROTIMIKROBNEGA DELOVANJA IZVLEČKOV KORENIKE 
P.ostruthium 
 
Protimikrobno delovanje etanolnega izvlečka in heksanskega izvlečka ter njunih frakcij, in 
eteričnega olja (skupno 21 pripravkov) smo preverili z določanjem vrednosti MIK na 
referenčnem sevu C. jejuni NCTC 11168. Da bi ugotovili kakšen vpliv imajo izlivne 
črpalke na protimikrobno delovanje, smo MIK 8 izvlečkov določili tudi pri sevih z 
izbrisom v genih cj1687, cmeB, cmeF, cmeG in cmeR. Rezultati so zbrani v preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Vrednosti MIK (v mg/L) za 21 izvlečkov na referenčnem sevu C. jejuni NTCT 11168 in 8 
izvlečkov na 5 mutantih 
Izvleček C. jejuni NCTC 
11168 
∆cme1687 ∆cmeB ∆cmeF ∆cmeG ∆cmeR 
Etanolni  1000 1000 62,5 2000 1000 3000 
Heksanski 1000 500 31,3 2000 1000 3000 
Eterično olje 1000 1000 500 1000 2000 2000 
E0 250 / / / / / 
E1 1000 250 15,6 31,3 15,6 15,6 
E2 4000 125 15,6 31,3 15,6 1000 
E3 1000 500 31,3 31,3 31,3 125 
E4 125 / / / / / 
E5 1000 500 250 62,5 62,5 250 
E6 1000 / / / / / 
E7 500 / / / / / 
Neidentificirana 
čista spojina 1 
1000 / / / / / 
Imperatorin iz 
etanolne frakcije 
2000 / / / / / 
Ostrutin 500 500 31,3 2000 125 2000 
H1 2000 / / / / / 
H2 2000 / / / / / 
H3 2000 / / / / / 
H4 500 / / / / / 
H5 1000 / / / / / 
H6 500 / / / / / 
Imperatorin iz 
heksanske 
frakcije 
1000 / / / / / 
 
Najboljše protimikrobno delovanje smo določili pri frakcijah E0 (vrednost MIK 250 mg/L) 
in E4 (vrednost MIK 125 mg/L). Ostali izvlečki so pokazali srednje (E7, ostrutin, H4 in H6 
z MIK-i 500 mg/L) ali slabo protimikrobno delovanje (vrednost MIK 1000 mg/L ali več) 
na bakterijo oz. večjo odpornost bakterije C. jejuni proti izvlečkom P. ostruthium. Ker nas 
Jurhar A. Delovanje izvlečkov rastline Peucedanum ostruthium na bakterije vrste Campylobacter jejuni.          
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
29 
je zanimal vpliv črpalk na odpornost bakterij, smo test izvedli na mutantah z izbrisom v 
genih, ki kodirajo izlivne črpalke. Ugotovili smo, da ima največjo vlogo pri izčrpavanju 
snovi iz celic C. jejuni črpalka CmeABC, saj smo pri mutanti z izbrisom v genu cmeB 
ugotovili najnižje vrednosti MIK. Gen cmeB kodira protein CmeB, ki je del izlivne črpalke 
CmeABC. Zaradi mutacije v genu cmeB  črpalka CmeABC ni delujoča, zato je za smrt 
bakterijske celice potrebna manjša koncentracija izvlečka. Črpalke Cj1687, CmeDEF in 
CmeGH imajo sekundarno vlogo. V nasprotju z mutanto CmeB smo pri mutanti CmeR 
ugotovili slabšo protimikrobno delovanje. Pri mutanti z izbrisom v genu cmeR pride do 
povečanega izražanja črpalke in s tem povečanega izčrpavanja antibiotika iz celice, kar se 
odraža v višjih vrednostih MIK. Izjema je izvleček E1, kjer je vrednost MIK zelo nizka 
(15,6 mg/L). 
 
4.2 DOLOČANJE ODPORNOSTNO-MODULATORNE AKTIVNOSTI 
ETANOLNEGA IN HEKSANSKEGA IZVLEČKA TER ETERIČNEGA OLJA 
KORENIKE P.ostruthium  
 
Odpornostno-modulatorno delovanje smo določili s primerjavo vrednosti MIK 
posameznega antibiotika brez in z dodatkom izvlečkov P. ostruthium. MIK-e za 
kombinacije izvlečka z antibiotikoma ciprofloksacin in eritromicin ter protimikrobni snovi 
etidijev bromid in triklosan smo določili na referenčnem sevu C. jejuni NCTC 11168. Pri 
dodatku heksanskega izvlečka smo lahko prikazali le nekatere ustrezne rezultate. Rezultati 
odpornostno-modulatornega delovanja so prikazani na slikah 11-14. 
 
 
Slika 11: Odpornostno-modulatorno delovanje etanolnega (CIP + EtOH) in heksanskega (CIP + HEX) 
izvlečka ter eteričnega olja (CIP + et. olje) P. ostruthium v kombinaciji s ciprofloksacinom ter delovanje  
ciprofloksacina brez dodatka izvlečka (CIP) 
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S pomočjo grafa in vizualnega odčitavanja MIK-a na mikrotitrski ploščici smo za testirani 
referenčni sev potrdili MIK ciprofloksacina 0,50 mg/L, MIK ciproflosacina v 
kombinacijah z etanolnim in heksanskim izvlečkom ter eteričnim oljem korenike jaščarice 
pa 0,25 mg/L. To pomeni, da je dodatek izvlečka ali eteričnega olja povečal občutljivost 
bakterij na ciprofloksacin. S tem smo dokazali njihovo zmerno odpornostno-modulatorno 
delovanje.  
 
 
Slika 12: Ugotavljanje odpornostno-modulatornega delovanja etanolnega (ERY + EtOH) in heksanskega 
(ERY + HEX) izvlečka ter eteričnega olja (ERY + et. olje)  P. ostruthium  v kombinaciji z eritromicinom ter 
delovanje eritromicina brez dodatka izvlečka (ERY) 
 
S pomočjo grafa in vizualnega odčitavanja MIK-a na mikrotitrski ploščici smo določili 
MIK eritromicina 2,0 mg/L, MIK eritromicina v kombinacijah z etanolnim in heksanskim 
izvlečkom ter eteričnim oljem pa iz dobljenega grafa ni jasno razviden. Iz grafa lahko 
razberemo, da so do koncentracije pribl. 1,0 mg/L signali podobni, nato pa signal v 
primeru eritromicina brez dodatka izvlečka zavzema več-kratne vrednosti eritromicina z 
dodanimi osnovnimi izvlečki, kar kaže na dobro kombinirano delovanje izvlečkov v 
kombinaciji z eritromicinom proti bakterijam C. jejuni. Krivulji, dobljeni z eteričnim oljem 
in heksanskim izvlečkom sovpadata, rezultati pa so bili nižji od 1000 RFU, kar kaže na  
dober potencial odpornostno-modulatornega delovanja v kombinaciji z eritromicinom. 
Etanolni izvleček ima v primerjavi z ostalima dvema nekoliko slabši učinek, v vseh 
primerih pa gre za podobno situacijo – vrednost MIK ni dosežena, vendar je aktivnost celic 
bistveno nižja od primerjalne vrednosti, kjer je bil uporabljen le eritromicin.  
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Slika 13: Odpornostno-modulatorno delovanje etanolnega (EtBr + EtOH) in heksanskega (EtBr + HEX) 
izvlečka ter eteričnega olja (EtBr + et. olje) P. ostruthium v kombinaciji z etidijevim bromidom ter etidijev 
bromid brez dodatka izvlečka (EtBr) 
 
S pomočjo grafa in vizualnega odčitavanja MIK-a na mikrotitrski ploščici smo določili 
MIK etidijevega bromida in etidijevega bromida v kombinaciji z eteričnim oljem 8,0 mg/L 
in MIK etidijevega bromida v kombinacijah z etanolnim in heksanskim izvlečkom 32,0 
mg/L. Zmanjšanje signala ob dodatku izvlečkov je posledica njihove inhibicije efluksnih 
črpalk oz. izliva. Jasne spremembe MIK-ov sicer nismo zaznali, kar je lahko posledica 
vpliva raznih dejavnikov, med drugimi tudi lastne fluorescence izvlečkov. Modulatorno 
delovanje je kljub temu razvidno iz grafa, saj je signal etidijevega bromida z dodanimi 
naravnimi izvlečki veliko nižji kot pri samem etidijevem bromidu. Zaradi vpliva izvlečkov 
na celice C. jejuni smo pri analizi odpornostno-modulatornega delovanja uporabili zelo 
nizke koncentracije izvlečkov (1/16 MIK), zato bi bilo za potrditev rezultatov potrebno 
testiranje ponoviti pri različnih koncentracijah. 
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Slika 14: Odpornostno-modulatorno delovanja etanolnega in heksanskega izvlečka ter eteričnega olja P. 
ostruthium v kombinaciji s triklosanom ter triklosan brez dodatka izvlečka (TC) 
 
S pomočjo grafa in vizualnega odčitavanja MIK-a na mikrotitrski ploščici smo določili 
MIK triklosana in MIK triklosana v kombinacijah z etanolnim in heksanskim izvlečkom 
ter eteričnim oljem 128,0 mg/L. Torej se vrednost MIK ni spremenila oz. zmanjšala in ne 
moremo neposredno potrditi modulatornega učinka na odpornost celic na triklosan. Za 
razliko od ostalih testov s protimikrobnimi snovmi smo pri triklosanu zaznali nekoliko 
večjo razliko med eteričnim oljem in heksanskim izvlečkom in sicer je najboljši učinek 
pokazal heksanski izvleček, sledi eterično olje in nato etanolni izvleček.  
 
4.3 TEST KOPIČENJA ETIDIJEVEGA BROMIDA V C. jejuni NCTC 11168 OB 
DODATKU RESERPINA IN IZVLEČKOV P. ostruthium 
 
Etidijev bromid je fluorescentno barvilo, ki je istočasno tudi substrat membranskih izlivnih 
črpalk, zato smo z njegovo uporabo lahko posredno ugotavljali vpliv izvlečkov rastline P. 
ostruthium na izlivne črpalke. Bakterijska celica se pred etidijevim bromidom brani tako, 
da ga začne s svojimi izlivnimi membranskimi črpalkami aktivno izčrpavati iz celice. Več 
kot je etidijevega bromida znotraj celice, večja je fluorescenca, kar pomeni, da so črpalke 
zaradi dodatka inhibitorja le-teh manj aktivne. 
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4.3.1 Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni ob dodatku etanolnega in 
heksanskega izvlečka ter eteričnega olja P. ostruthium 
 
Spodnje slike (15, 16 in 17) prikazujejo spremljanje enourne kinetike kopičenja etidijevega 
bromida v celicah C. jejuni ob dodatku treh osnovnih izvlečkov. 
 
 
Slika 15: Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC 11168 brez obdelave kulture (brez 
inhibitorja), z dodatkom etanolnega izvlečka P. ostruthium v koncentracijah 1/4 MIK (EtOH 1/4 MIK), 1/8 
MIK (EtOH 1/8 MIK), 1/16 MIK (EtOH 1/16 MIK) in 1/32 MIK (EtOH 1/32 MIK) ter znanega inhibitorja 
izlivnih črpalk reserpina v koncentraciji 50 mg/L (reserpin 50 mg/L) 
 
Slika 15 prikazuje merjenje enourne kinetike kopičenja etidijevega bromida pri dodatku 
etanolnega izvlečka kot inhibitorja izlivnih črpalk. Pozitivno kontrolo predstavlja že znani 
inhibitor reserpin, negativno pa kultura brez dodanega izvlečka, kjer je akumulacija 
etidijevega bromida najmanjša. Pri vseh štirih koncentracija etanolnega izvlečka signal v 
prvih minutah narašča, nato pa se pri koncentraciji 1/32 MIK ustali, pri koncentracijah 1/4, 
1/8 in 1/16 pa začne rahlo linearno upadati. Pri vseh omenjenih koncentracijah etanolnega 
izvlečka smo zaznali višji signal oz. kopičenje barvila kot pri znanem inhibitorju črpalk, 
reserpinu. V primerjavi s kontrolo smo pri koncentraciji 1/32 MIK zaznali 3-kratno 
povečanje kopičenja barvila, pri koncentraciji 1/16 MIK 4-kratno povečanje, pri 
koncentraciji 1/8 5-kratno in pri koncentraciji 1/4 6-kratno povečanje kopičenja barvila. 
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Slika 16: Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC 11168 brez obdelave kulture (brez 
inhibitorja), z dodatkom heksanskega izvlečka P. ostruthium v koncentracijah 1/4 MIK (HEX ¼ MIK), 1/8 
MIK (HEX 1/8 MIK), 1/16 MIK (HEX 1/16 MIK) in 1/32 MIK (HEX 1/32 MIK) ter znanega inhibitorja 
izlivnih črpalk reserpina v koncentraciji 50 mg/L (reserpin 50 mg/L) 
 
Slika 16 prikazuje merjenje enourne kinetike kopičenja etidijevega bromida pri dodatku 
heksanskega izvlečka kot inhibitorja izlivnih črpalk. Pozitivno kontrolo predstavlja že 
znani inhibitor reserpin, negativno pa kultura brez dodanega izvlečka, kjer je akumulacija 
etidijevega bromida najmanjša. Pri vseh ostalih koncentracijah etanolnega izvlečka (1/4 
MIK, 1/8 MIK, 1/16 MIK in 1/32 MIK) smo zaznali višji signal oz. kopičenje barvila kot 
pri znanem inhibitorju črpalk reserpinu. V primerjavi s kontrolo smo pri koncentraciji 1/32 
MIK zaznali 3-kratno povečanje kopičenja barvila, pri koncentracijah 1/16 MIK in 1/4 
MIK 4-kratno povečanje in pri koncentraciji 1/8 5-kratno povečanje kopičenja barvila. V 
primerjavi z etanolnim izvlečkom, smo pri heksanskem zaznali mnogo nižje sigale, kar 
kaže na večje izčrpavanje etidijevega bromida oz. slabšo inhibicijo črpalk. Najvišji signal 
smo, v nasprotju z našimi pričakovanji, zaznali pri koncentraciji 1/8 MIK, in ne pri najvišji 
koncentraciji 1/4 MIK.  
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Slika 17: Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC 11168 brez obdelave kulture (brez 
inhibitorja), z dodatkom eteričnega olja P. ostruthium v koncentracijah 1/4 MIK (Et. olje 1/4 MIK) , 1/8 MIK 
(Et. olje 1/8 MIK), 1/16 MIK (Et. olje 1/16 MIK) in 1/32 MIK (Et. olje 1/32 MIK) ter znanega inhibitorja 
izlivnih črpalk reserpina v koncentraciji 50 mg/L (reserpin 50 mg/L) 
 
Slika 17 prikazuje merjenje enourne kinetike kopičenja etidijevega bromida pri dodatku 
eteričnega olja kot inhibitorja izlivnih črpalk. Pozitivno kontrolo predstavlja že znani 
inhibitor reserpin, negativno pa kultura brez dodanega izvlečka, kjer je akumulacija 
etidijevega bromida najmanjša. Nekoliko slabše kopičenje barvila smo zaznali pri 
koncentracijah 1/16 MIK in 1/32 MIK, saj je signal nižji od signala reserpina.  Signal pri 
koncentracijah 1/4 in 1/8 MIK v prvih 15 min močno narašča, nato pa se ustali. V 
primerjavi s kontrolo smo pri koncentraciji 1/8 zaznali 3-krat, pri koncentaciji 1/4 pa 4-
kratno povečanje signala. V primerjavi z etanolnim in heksanskim izvlečkom se je eterično 
olje izkazalo kot nekoliko slabši inhibitor izlivnih črpalk v celicah C. jejuni NCTC 11168. 
 
4.3.2 Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni ob dodatku ostalih 
naravnih izvlečkov P. ostruthium 
 
Slika 18 prikazuje merjenje enourne kinetike kopičenja etidijvega bromida pri dodatku 
frakcij etanolnega izvlečka v koncentraciji 1/4 MIK, ki so pokazale največjo inhibicijo 
membranskih izlivnih črpalk v primerjavi s kulturo brez dodanega izvlečka ter pri dodatku 
znanega inhibitorja reserpina v koncentraciji 50 mg/L. 
0,00
100,00
200,00
300,00
400,00
500,00
600,00
700,00
800,00
900,00
K
o
p
ič
en
je
 e
ti
d
ije
ve
ga
 b
ro
m
id
a 
(R
FU
)
Čas (min)
Brez inhibitorja
Et. olje 1/4 MIK
Et. olje 1/8 MIK
Et. olje 1/16 MIK
Et. olje 1/32 MIK
Reserpin 50mg/L
Jurhar A. Delovanje izvlečkov rastline Peucedanum ostruthium na bakterije vrste Campylobacter jejuni.          
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
36 
 
Slika 18: Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC 11168 brez obdelave kulture (brez 
inhibitorja), z dodatkom frakcij etanolnega izvlečka E1, E2, E3, E5 in čiste snovi ostrutin (Ostrutin) v 
koncentraciji 1/4 MIK ter znanega inhibitorja izlivnih črpalk reserpina v koncentraciji 50 mg/L (Reserpin 50 
mg/L) 
 
Najboljšo inhibicijo je, v primerjavi s kulturo brez inhibitorja, pokazala frakcija etanolnega 
izvlečka E2, ki je pri konecntraciji izvlečka 1/4 MIK pokazala 10-kratno povečanje 
akumulacije etidijevega bromida. Sledijo frakcija E3 z 9-kratnim povečanjem ter frakciji 
E1 in E5, ter čista snov ostrutin s 7-kratnim povečanjem akumulacije etidijevega bromida. 
Dokazali smo, da omenjeni izvlečki zelo dobro inhibirajo delovanje izlivnih črpalk, saj je 
njihov dodatek k celicam C. jejuni preprečil izčrpavanje etidijevega bromida iz celic. Več 
kot ga je ostalo v celicah, večji je bil njegov fluorescentni signal. Iz slike lahko vidimo 
tudi, da je inhibicija črpalk z etanolnimi frakcijami E1, E2, E3, E5 in čisto snovjo ostrutin, 
v primerjavi z že znanim inhibitorjem reserpinom, veliko večja. 
 
Kopičenje etidijevega bromida ob dodatku vseh frakcij etanolnega in heksanskega izvlečka 
ter čistih snovi pri koncentraciji 1/4 smo prikazali na sliki 19. 
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Slika 19: Kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC 11168 brez in z dodatkom inhibitorjev – 
frakcij etanolnega izvlečka ter čistih snovi, izoliranih iz 4. frakcije etanolnega izvlečka (imperatorin (7) in 
ostrutin) in heksanskih frakcij P. ostruthium  ter čiste snovi imperatorin (S3), izolirane iz heksanskega 
izvlečka pri koncentraciji 1/4 MIK 
 
Slika 19 prikazuje kopičenje etidijevega bromida v celicah C. jejuni NCTC 11168 brez in z 
dodatkom različnih  frakcij osnovnih izvlečkov P. ostruthium. Višje kot se nahaja 
posamezni izvleček na grafu, večja je njegova inhibicija membranskih črpalk. Kot najbolj 
učinkovit inhibitor membranskih izlivnih črpalk se je izkazal izvleček E2, kjer je bila 
akumulacija etidijevega bromida v celicah največja. Ker smo z izvlečkom inhibirali 
membranske črpalke, je več etidijevega bromida ostalo v celicah, kar smo zaznali kot 
povečanje RFU. V primerjavi s kontrolo smo pri koncentraciji 1/4 MIK E2 (1000 mg/L) 
zaznali 10-kratno povečanje kopičenje etidijevega bromida. Čista snov ostrutin je pokazala 
visoko inhibicijo membranskih črpalk, medtem ko so imperatorin, izoliran iz etanolne in 
heksanske frakcije, E0 in E7, pokazali zelo slabo inhibicijo črpalk. Iz grafa lahko vidimo 
tudi, da frakcije heksanskega izvlečka delujejo zelo podobno in da je njihovo delovanje, v 
primerjavi z etanolnimi frakcijami, slabše. 
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4.4 DOLOČANJE VPLIVA IZVLEČKOV RASTLINE Peucedanum ostruthium NA 
CELIČNO INTEGRITETO C. jejuni NCTC 11168 
 
Analizo membranske integritete oz. prepustnosti membrane smo opravili s pomočjo 
kompleta LIVE/DEAD BacLight, ki je sestavljen iz dveh barvil, zelenega fluorescenčnega 
barvila SYTO 9 in rdečega fluorescenčnega barvila propidijev jodid. Zeleno barvilo lahko 
prehaja celice s poškodovano in nepoškodovano membrano, medtem ko lahko rdeče 
barvilo prehaja le celice s poškodovano membrano. Stabilnost celične membrane smo 
določili z zmanjšanjem zelenega fluorescenčnega signala zaradi prisotnosti rdečega 
fluorescenčnega signala. Obarvanje smo spremljali 60 minut in rezultat podali v RFU. Test 
smo opravili z 8 izvlečki, odvisno od količine izvlečka, ki smo ga imeli na razpolago in 
glede na smiselnost na podlagi njihove vrednosti MIK in rezultatov kopičenja etidijevega 
bromida. 
 
4.4.1 Vpliv etanolnega in heksanskega izvlečka ter eteričnega olja P. ostruthium 
na membransko integriteto C. jejuni 
 
 
Slika 20: Membranska integriteta C. jejuni NCTC 11168, prikazana v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU) 
pri neobdelani kulturi (kultura), pri toplotno obdelani kulturi ter pri  koncentracijah 1/4 MIK (EtOH 1/4 
MIK), 1/8 MIK (EtOH 1/8 MIK), 1/16 MIK (EtOH 1/16 MIK) in 1/32 MIK (EtOH 1/32 MIK) etanolnega 
izvlečka P. ostruthium 
 
Slika 20 prikazuje vpliv etanolnega izvlečka na membransko integriteto celic C. jejuni 
NCTC 11168. Meritev smo opravili pri neobdelani kulturi, toplotno obdelani kulturi in pri 
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koncentracijah 1/4, 1/8, 1/16 ter 1/32 MIK. Mrtva kultura nam je služila kot kontrola. S 
toplotno obdelavo smo kulturi uničili celično membrano, zato je, zaradi močne 
fluorescence rdečega barvila, fluorescenca zelenega zelo nizka, kar so potrdile nizke 
vrednosti RFU. Pri koncentraciji 1/4 MIK signal do 15 minute rahlo narašča nato pa začne 
upadati in se po 60 minutah izenači s signalom toplotno obdelane kulture. Pri neobdelani 
kulturi, 1/32 MIK in 1/16 MIK signal do 10 minute močno narašča, nato pa začne rahlo 
upadati. Končni signal je pri 1/4 MIK za 98,8 % nižji od signala toplotno neobdelane 
kulture, pri 1/8 70,0 % nižji, pri 1/16 MIK 23,5 % nižji in pri 1/32 MIK 11,1 % nižji od 
signala toplotno neobdelane kulture.  To pomeni, da ima etanolni izvleček, predvsem pri 
koncentracijah 1/4 in 1/8 MIK največji vpliv na celično integriteto, saj smo tu zaznali 
najnižje kopičenje zelenega barvila, ki je posledica utišanja z rdečim barvilom, kateri 
prehaja le poškodovane celice. 
 
 
Slika 21: Membranska integriteta C. jejuni NCTC 11168, prikazana v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU) 
pri neobdelani kulturi (kultura), pri toplotno obdelani kulturi ter pri  koncentracijah 1/4 MIK (HEX 1/4 MIK), 
1/16 MIK (HEX 1/16 MIK) in 1/32 MIK (HEX 1/32 MIK) heksanskega izvlečka P. ostruthium 
 
Pri izvedbi testa membranske integritete C. jejuni ob dodatku heksanskega izvlečka smo 
zaradi avtofluorescence heksana naleteli na nekaj težav, saj nismo mogli natančno določiti 
za koliko se je spremenila membranska integriteta. Da bi le-to čim bolje ocenili smo od 
signala vsake koncentracije posebej odšteli signal heksana v PBS in dobili graf, ki ga 
prikazuje slika 21. Kljub temu, da nismo uspeli natančno določiti za koliko se je 
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spremenila integriteta celic, lahko iz slike 21 vidimo, da heksanski izvleček P. ostruthium 
vpliva na celično membrano. Za natančno določitev pa bi morali uporabiti kakšno drugo 
metodo, ki ne temelji na fluorescenci. 
 
 
Slika 22: Membranska integriteta C. jejuni NCTC 11168, prikazana v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU) 
pri neobdelani kulturi (kultura), pri toplotno obdelani kulturi ter pri  koncentracijah 1/4 MIK (et. olje 1/4 
MIK), 1/8 MIK (et. olje 1/8 MIK), 1/16 MIK (et. olje 1/16 MIK) in 1/32 MIK (et. olje 1/32 MIK) eteričnega 
olja P. ostruthium 
 
Membransko integriteto C. jejuni ob dodatku eteričnega olja prikazuje slika 22. Podobno 
kot pri etanolnem izvlečku smo ugotovili največji vpliv na prepustnost celic pri 
koncentraciji 1/4 MIK, sledi 1/8 MIK. Pri koncentraciji 1/4 MIK smo zaznali 74,1 % nižji 
in pri koncentraciji 1/16 MIK 31,9 % nižji signal od signala toplotno neobdelane kulture. 
Koncentraciji 1/16 in 1/32 MIK nista pokazala nobenega učinka na membransko 
integriteto, saj je njun sigal skoraj enak signalu neobdelane kulture, kar kaže na to, da je pri 
teh dveh koncentracijah bakterijska membrana ostala nepoškodovana. 
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4.4.2 Vpliv ostalih izvlečkov P. ostruthium na membransko integriteto C. jejuni 
 
 
Slika 23: Prikaz porušenja membranske integritete C. jejuni v % pri dodatku izbranih izvlečkov (etanolni 
izvleček, E1, E2, E3, E5, imperatorin (S3), ostrutin in eterično olje) P. ostruthium pri koncentraciji 1/4 MIK 
 
V poskuse membranske integritete oz. vpliva izvlečkov P. ostruthium na prepustnost 
celične membrane smo poleg treh osnovnih izvlečkov vključili tudi frakcije E1, E2, E3, 
E5, S3 (imperatorin) in ostrutin (slika 23). Omenjene izvlečke smo izbrali predvsem glede 
na rezultate kopičenja etidijevega bromida, in sicer tiste, ki so pokazali dobro kopičenje 
etidijevega bromida in smo jih imeli na voljo v zadostni količini. Večina izvlečkov je 
pokazala močno delovanje na membransko integriteto, saj je bil signal pri končni 
koncentraciji od 74,1 do 100 % nižji kot signal izhodne kulture. Nekoliko slabši rezultat je 
pokazal izvleček E5, kjer je signal nižji za 21,2 %. Imperatorin, izoliran iz heksanskega 
izvlečka (S3), ki je sicer pokazal tudi slabše kopičenje etidijevega bromida, je pokazal zelo 
majhen vpliv na membransko integriteto. 
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5 RAZPRAVA  
 
5.1 PROTIMIKROBNO DELOVANJE IZVLEČKOV P. ostruthium 
 
Mnogo rastlin predstavlja vir učinkovin, ki se zaradi svojih bioloških lastnosti uporabljajo 
v medicini za zdravljenje bolezni ter lajšanje raznih bolezenskih simptomov in vnetij 
(Friedman, 2015). Dober primer predstavlja tudi naša preiskovana rastlina jaščarica (P. 
ostruthium), katere izvlečki korenik se v tradicionalni medicini alpskih področij že vrsto let 
uporabljajo za blaženje vnetnih reakcij (Joa in sod., 2011) in proti gastrointestinalnim 
težavam (Vogl in sod., 2011; 2013). Rastline rodu Peucedanum vsebujejo veliko število 
bioaktivnih sestavin, kot so polifenoli, amini, glikozidi, flavonoidi, fenolne spojine in v 
največji količini kumarine ter eterična olja (Sarkhail, 2014). V naši raziskavi smo 
ugotavljali protimikrobno delovanje 21 različnih pripravkov iz korenike P. ostruthium na 
bakterije C. jejuni NCTC 11168. Da bi ugotovili kakšno vlogo imajo membranske izlivne 
črpalke pri odpornosti, smo nekaj izvlečkov testirali tudi na mutantah z izbrisom v genih, 
ki kodirajo črpalke. Ugotovili smo, da imajo izvlečki in njihove frakcije različne 
protimikrobne učinke. Najboljši protimikrobni učinek sta imeli frakciji E0 (vrednost MIK 
250 mg/L) in E4 (vrednost MIK 125 mg/L) (slika 18), kar nakazuje na prisotnost 
bioaktivnih spojin z močnim protimikrobnim delovanjem v teh dveh frakcijah. Podobnih 
študij na bakteriji C. jejuni še ni bilo objavljenih, zato neposredna primerjava rezultatov 
minimalne inhibitorne koncentracije ni možna. Prav tako ne moramo primerjati vloge 
črpalk, saj so bile nekatere črpalke šele nedavno prvič opisane. 
 
Narejenih pa je bilo mnogo raziskav, ki dokazujejo protimikrobno delovanje kumarinov, ki 
jih nademo v jaščarici, na druge mikroorganizme. Schinkovitz in sod. (2003) so dokazali 
antimikobakterijsko delovanje kumarina ostrutina iz P. ostruthium, ki je pokazal inhibicijo 
rasti več vrst  mikobakterij. Prav tako so antibakterijsko delovanje ostrutina proti po 
Gramu pozitivnim bakterijam Bacillus megaterium, Micrococcus luteus, Micrococcus 
lysodeikticus in Staphylococcus aureus raziskovali Hodák in sod. (1967), ki lastnost 
pripisujejo dolgoverižni ogljikovodikovi strukturi ostrutina. Podobne rezultate smo dobili 
tudi v našem eksperimentu, kjer smo dokazali protimikrobno delovanje ostrutina, 
imperatorin pa je pokazal nekoliko slabše protimikrobno delovanje na bakterije C. jejuni. 
 
Nasprotno so boljši protimikrobni učinek imperatorina v svoji raziskavi dokazali Widelski 
in sod. (2009), ki so iz rastline Angelica lucida (iz iste družine kot P. ostruthium- 
Apiaceae), izolirali kumarine imperatorin, izoimperatorin in okispeucedanin hidrat ter 
določili njihovo protimikrobno aktivnost na bakterijah S. aureus, S. epidermidis, P. 
aeruginosa, E. cloacae, K. pneumoniae, E. coli, S. mutans, S. viridans ter na treh vrstah 
glive Candida. Tudi Rosselli in sod. (2006) so dokazali protimikrobni učinek imperatorina 
tako na po Gramu pozitivne kot negativne bakterije (Enterobacter aerogenes, E. cloacae, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. vulgaris, Pseudomonas 
aeruginosa in Salmonella typhi).  
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Gökay in sod. (2010) so z ugotovitvijo protimikrobne aktivnosti etilacetatnega izvlečka 
Radix imperatoriae (izvleček korenike P. ostruthium) na primeru treh patogenih bakterij 
(Bacillus cereus, Escherichia coli, in Staphylococcus aureus) dokazali protimikrobno 
delovanje ostola. Le ta zavira tudi rast rastlinskih patogenih gliv, kot so Rhizoctonia solani, 
Phytophtora capsici, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, in Fusarium graminearum 
(Wang in sod. 2009), ki naj bi bila pri Sphaerotheca  fuliginea  (Shi in sod., 2007) in 
Fusarium graminearum (Shi in sod., 2008) posledica hitinazne aktivnosti. 
 
Na odpornost bakterij C. jejuni, tako na antibiotike kot na naravne izvlečke, močno vpliva 
prisotnost in aktivnost izlivnih črpalk. Črpalka CmeABC ima pri bakteriji C. jejuni 
najpomembnejšo vlogo pri izčrpavanju izvlečkov iz celice, črpalka CmeDEF pa ima 
sekundarno vlogo (Klančnik in sod., 2012). Tudi v naši raziskavi smo z metodo določanja 
minimalne inhibitorne koncentracije dokazali, da ima največjo vlogo pri odpornosti 
bakterij črpalka CmeABC, črpalke Cj1687, CmeDEF in CmeGH pa imajo nekoliko slabši 
učinek izčrpavanja. V naši raziskavi smo to dokazali tako, da smo 8 izvlečkov testirali na 
sevih z izbrisom v genih za izlivne črpalke CmeABC (11168∆cmeB), CmeDEF 
(11168∆cmeF), CmeGH (11168∆cmeG) in Cj1687 (11168∆cme1687). Pri sevu z izbrisom 
za protein CmeB je bila črpalka CmeABC neaktivna, zato ni prišlo do izčrpavanja izvlečka 
iz celice. Koncentracija izvlečka, ki je bila potrebna za smrt bakterij je bila v tem primeru 
nižja, kar potrjujejo MIK-i. Le-ti so tu znašali od 15,6-250 mg/L, z izjemo eteričnega olja 
(500 mg/L) (preglednica 7).  
 
5.2 ODPORNOSTNO-MODULATORNO DELOVANJE 
 
Zaradi naraščajoče pojavnosti proti antibiotikom odpornih sevov C. jejuni je iskanje 
alternativnih rešitev dandanes pomembna tema raziskovanja. Raziskovalci so usmerjeni v 
iskanje novih antibiotikov in učinkovin, ki bi obstoječim antibiotikom lahko povrnile 
njihovo aktivnost. V naši raziskavi smo s testom odpornostno-modulatornega delovanja 
ugotavljali, kakšen vpliv imajo izvlečki P. ostruthium na učinkovitost antibiotikov in 
nekaterih drugih protimikrobnih sredstev proti kampilobaktrom. Na odpornostno-
modulatorno delovanje smo testirali etanolni in heksanski izvleček ter eterično olje v 
kombinacijah z dvema antibiotikoma (ciprofloksacin in eritromicin) ter dvema 
protimikrobnima spojinama (triklosan in etidijev bromid). Ugotovili smo, da je živost celic 
v kombinaciji z antibiotikom oz. protimikrobne  spojine z izvlečkom, pri vrednostih nižjih 
od MIK, manjša kot brez dodatka izvlečka, kar kaže na določeno obliko odpornostno-
modulatornega delovanja izvlečkov. In sicer smo zaznali podobno delovanje eteričnega in 
heksanskega izvlečka, ter nekoliko slabše delovanje etanolnega izvlečka. Vendar se je 
vrednost MIK dejansko znižala le pri ciprofloksacinu (slika 11), kar kaže na omejeno 
uporabnost testiranih izvlečkov v smislu modulacije rezistence. Kljub vsemu pa ta učinek 
ni zanemarljiv, ker gre za najpomembnejši tip antibiotske rezistence pri patogenih 
kampilobaktrih, ki je pomemben, ker se fluorokinoloni uporabljajo tako v humani kot 
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veterinarski medicini, odpornost pa je zelo razširjena po vsem svetu. Zelo visok delež 
odpornih sevov že nekaj let beležimo tudi v Sloveniji, tako pri izolatih bakterij C. jejuni 
kot C. coli, še posebej pri izolatih iz rejnih živali (piščancev in prašičev) ter piščančjega in 
svinjskega mesa v prodaji (EFSA/ECDC 2018).   
 
Podobno kot v našem eksperimentu so Kovač in sod. (2015) želeli dokazati protimikrobno 
in odpornostno-modulatorno delovanje naravnih izvlečkov, v njihovem primeru vpliv 
spojine α-pinen, na bakterijo C. jejuni. Za razliko od naših rezultatov so ugotovili 
zanemarljiv protimikrobni učinek in nekoliko boljše modulatorno delovanje α-pinena v 
kombinacijah z eritromicinom, ciprofloksacinom, triklosanom in etidijevem bromidom. 
 
5.3 VPLIV IZVLEČKOV P. ostruthium NA IZLIVNE ČRPALKE C. jejuni  
 
Odpornost na protimikrobna sredstva se je pojavila kot odgovor na nepravilno uporabo 
antibiotikov ter drugih protimikrobnih sredstev, kar vodi v velik problem za zdravljenje 
infekcij pri ljudeh in živalih. Bakterije so razvile različne mehanizme obrambe, med 
katerimi so najpomembnejše membranske izlivne črpalke, s pomočjo katerih bakterije 
črpajo protimikrobno sredstvo iz celic. Izlivne črpalke so ubikvitarne pri vseh vrstah 
bakterij, najbolj podrobno pa so bile raziskane pri tistih bakterijah, ki povzročajo največ 
zdravstvenih težav (Spengler in sod., 2017). Najbolj raziskane po Gramu pozitivne 
bakterije so meticilin rezistentni S. aureus (MRSA),  Streptococcus pneumoniae, 
Clostridioides difficile, Enterococcus spp., Listeria monocytogenes, ter bakterije 
Acinetobacter baumannii, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia, 
Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Vibrio cholerae, 
ter Salmonella spp.  med po Gramu negativnimi bakterijami (Hernando-Amado in sod., 
2016). 
 
Naša preiskovana bakterija C. jejuni ima več različnih črpalk iz družine RND 
transporterjev. Najpomembnejšo vlogo pri izločanju antibiotikov in drugih protimikrobnih 
snovi ima črpalka CmeABC. Z inaktivacijo določenih genov črpalk lahko močno vplivamo 
na občutljivost bakterij proti antibiotikom (Kurinčič in sod. 2012). Tudi v našem 
eksperimentu smo prišli do enakih zaključkov. S testom kopičenja etidijevega bromida v 
celicah C. jejuni NCTC 11168 smo želeli potrditi inhibicijo delovanja črpalk z naravnimi 
izvlečki P. ostruthium v koncentracijah 1/4, 1/8, 1/16 in 1/32 MIK in jih primerjati z že 
znanim inhibitorjem črpalk reserpinom (50 mg/L). Dokazali smo, da imajo nekateri 
izvlečki P. ostruthium zelo velik inhibitorni učinek na črpalke, saj smo inhibicijo črpalk z 
uporabo nekaterih izvlečkov zaznali tudi pri zelo nizki koncentraciji. Pri koncentraciji 1/4 
MIK smo ugotovili tudi do 10-kratno povečanje kopičenja etidijevega bromida v 
primerjavi z neobdelano kulturo. Etanolni izvleček in njegove frakcije so pokazale boljšo 
inhibicijo od heksanskih frakcij (sliki 18 in 19). 
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Podobno o zmanjšani odpornosti bakterij z metodo inhibicije izlivnih črpalk pri bakteriji C. 
jejuni govorijo tudi druge raziskave. Hannula in Hänninen (2008) sta dokazali vpliv 
inhibitorjev PAβN in NMP na črpalko CmeABC pri bakterijah C. jejuni in C. coli. 
Delovanje na izlivne črpalke so pokazale tudi naravne spojine, kot npr. α-pinen (Kovač in 
sod., 2015). Mutacije genov izlivnih črpalk lahko privedejo do povečane ali zmanjšane 
občutljivosti celic. Zaradi mutacije z izbrisom v genu cmeB črpalka CmeABC ni delujoča, 
kar se kaže kot povečanje občutljivosti celic in nižjih MIK-ih. Ge in sod. (2005) so z 
mutacijo z izbrisom v genu cmeB ugotovili 4 do 256-kratno zmanjšanje MIK-ov 
antibiotikov kloramfenikola, ciprofloksacina in eritromicina. V naši raziskavi smo dokazali 
zelo veliko aktivnost kumarina ostrutina kot inhibitorja izlivnih črpalk (slika 18), saj je le-
ta povzročil več-kratno povečanje etidijevega bromida v primerjavi z že znanim 
inhibitorjem reserpinom. 
 
V zadnjih letih so raziskave usmerjene v iskanje naravnih inhibitorjev, izoliranih iz rastlin. 
Joshi in sod. (2014) so dokazali inhibitorni vpliv kumarina ostola, ki z vezavo na protein 
Pgp povzroči inhibicijo črpalke NorA pri bakteriji S. aureus. To so zaznali s 4 do 8-
kratnim zmanjšanjem vrednosti MIK-a ciprofloksacina. Vpliv kumarinov, med njimi tudi 
imperatorina, na črpalke S. aureus so raziskovali tudi Madeiro in sod. (2017). Le ti niso 
zaznali nobenega protimikrobnega učinka imperatorina, medtem ko so zaznali 
odpornostno-modulatorno delovanje v kombinaciji z antibiotiki. Imperatorin je v 
kombinaciji s tetraciklinom pokazal 2-kratno zmanjšanje, v kombinaciji z eritromicinom in 
norfloksacinom pa 4-kratno zmanjšanje MIK-ov. V naši raziskavi smo prišli do drugačnih 
rezultatov, saj imperatorin ni pokazal dobrega protimikrobnega delovanja in tudi ni 
inhibiral membranskih črpalk (slika 19). 
 
5.4 VPLIV IZVLEČKOV P. ostruthium NA MEMBRANSKO INTEGRITETO C. 
jejuni 
 
Celična membrana je zgrajena iz fosfolipidnega dvosloja in proteinov v membrani ali na 
zunanji oz. notranji strani. Narava fosfolipidov je pomembna za fluidnost ter za delno 
prepustnost membrane, ki omogoča vstop majhnih molekul kot sta kisik in ogljikov 
dioksid v celico, ter izločanje celici nepotrebnih molekul iz celice. Velik vpliv na fluidnost 
ima previsoka oz. prenizka temperatura, ki povzroči preveliko fluidnost membrane ali pa 
tvorbo ledenih kristalov, ki poškodujejo membrano oz. lahko celo povzročijo smrt celice 
(Chandler, 2018).   
 
Na prepustnost membrane lahko vplivamo na različne načine, in sicer z mehanskimi 
postopki s pomočjo homogenizatorja, ali pa z nemehanskimi postopki, kot so encimske in 
kemijske reakcije (Jahanshahi in Najafpour, 2007). 
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V naši raziskavi nas je zanimalo ali izvlečki P. ostruthium vplivajo na membransko 
integriteto celic C. jejuni NCTC 11168. Med tistimi izvlečki, ki so pokazali zelo dobro 
kopičenje etidijevega bromida, so vsi pokazali tudi zelo močno porušenje membranske 
integritete. Imperatorin, izoliran iz heksanskega izvlečka, ki je sicer pokazal slabšo 
kopičenje etidijevega bromida, je pokazal tudi slabši vpliv na membransko integriteto 
(slika 23). 
 
Yang in sod. (2003) so raziskovali vpliv etanolnih izvlečkov 5 kumarinov, izoliranih iz 
Cinidum monnieri, med njimi tudi ostola in imperatorina, na 3 vrste humanih levkemičnih 
celičnih linij (HL-60, HeLa in CoLo 205) in na mišjo levkemično celično linijo P-388. 
Ostol je med vsemi 5 kumarini pokazal največjo citotoksično aktivnost, predvsem na P-
388, HL-60, HeLa in CoLo 205 celične linije. Imperatorin  je pokazal citotoksično 
aktivnost na HL-60 in P-388 celični liniji. Na bolj toksičen učinek ostola kaže tudi 
vrednost IC50, ki je pri tretiranju humanih mononuklearnih celic periferne krvi (PBMC) z 
ostolom zavzela vrednost 40,1 µg/mL, pri tretiranju z imperatorinom pa 68,1 µg/mL. 
Delovanje omenjenih kumarinov povzroči apoptozo, fragmentacijo DNA in povečano 
degradacijo poli(ADP-riboza)polimeraze (PARP). Da ostol povzroča apoptozo celic, zavira 
celični cikel in proliferacijo rakavih celic so v svoji raziskavi dokazali tudi Jarząb in sod. 
(2014) ter Wang in sod. (2012). S tretiranjem CoLo 205 celičnih linij (400µM) z ostolom, 
imperatorinom (200µM) brez in v kombinaciji z zdravilom 5-fluorouracilom, so Eken in 
sod. (2017) želeli dokazati domnevno možnost za zdravljenje raka debelega črevesa. 
Tretiranje z ostolom je pokazalo povečano antiproliferativno aktivnost CoLo 205 celičnih 
linij in večji učinek 5-fluorouracila s povečanjem citotoksičnosti, zmanjšanjem 
koncentracije Akt mRNA in zaviranjem aktivnosti p38 MAPK (mitogen aktivirane 
proteinske kinaze). V naši raziskavi smo test membranske integritete opravili samo z eno 
čisto snovjo – imperatorinom. V nasprotju z omenjenimi raziskavami v naši raziskavi 
nismo dokazali vpliva imperatorina na povečanje prepustnosti membrane bakterij C. jejuni. 
 
Med vsemi izbranimi izvlečki P. ostruthium bi bili najbolj primerni za nadaljne raziskave 
tisti, ki so pokazali največjo protimikrobno ter odpornostno-modulatorno aktivnost, 
največje kopičenje etidijevega bromida ter največje porušenje membranske integritete. 
Sem spadajo etanolni izvleček ter njegovi frakciji E2, E3, ostrutin ter eterično olje. 
Izvlečki, ki povzročijo preveliko porušenje membranske integritete so lahko po drugi strani 
nevarni tudi za ljudi oz. živali, ki bi izvleček uživali v obliki zdravila oz. prehranskega 
dodatka. Vsekakor so ob nadaljnjih raziskavah protimikrobne učinkovitosti potrebni tudi 
testi citotoksičnosti koncentracij, ki bi imele potencialno uporabnost za omejevanje 
bakterij in njihove odpornosti. 
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6 SKLEPI 
 
 Z določitvijo vrednosti MIK smo ovrednotili protimikrobno delovanje izvlečkov P. 
ostruthium in za večino ugotovili srednje oz. šibko delovanje na bakterijo C. jejuni 
NCTC 11168.  
 
 S testiranjem protimikrobnega delovanja izvlečkov P. ostruthium na sevih C. jejuni 
z izbrisom v genih za izlivne črpalke smo dokazali njihov vpliv pri obrambi celic 
pred izvlečki P. ostruthium. Najnižji MIK oz. največjo občutljivost celic na 
izvlečke smo ugotovili na mutanti z izbrisom v genu cmeB in tako dokazali, da pri 
obrambi celic pred protimikrobnim snovem največ prispeva črpalka CmeABC. 
 
 S tretiranjem celic C. jejuni NCTC 11168 s tremi osnovnimi izvlečki (etanolni, 
heksanski in eterično olje), pri koncentraciji 1/16 MIK, v kombinaciji z 
eritromicinom, ciprofloksacinom, triklosanom in etidijevim bromidom smo 
dokazali šibko odpornostno-modulatorno delovanje izvlečkov. 
 
 S testiranjem kopičenja etidijevega bromida v celicah C. jejuni v prisotnosti 
izvlečkov P. ostruthium in znanega inhibitorja črpalk reserpina smo pokazali, da 
skoraj vsi izvlečki črpalke inhibirajo bolje od reserpina. 
 
 Protimikrobno delovanje testiranih izvlečkov vključuje zaviranje izlivnih črpalk, 
predvsem CmeABC, ter povečanje prepustnosti celične membrane. 
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7 POVZETEK 
 
Naša preiskovana bakterija Campylobacter jejuni je glavna povzročiteljica 
gastroenteritisov v Evropi. Zaradi množične in nepravilne uporabe antibiotikov za 
zdravljenje okužb pri ljudeh in živalih število odpornih izolatov močno narašča. 
Poznavanje mehanizmov antimikrobne odpornosti ima velik pomen pri odkrivanju novih 
antibiotikov in učinkovin, ki lahko obstoječim antibiotikov povrnejo njihovo delovanje. Še 
posebej velik problem predstavljajo bakterije, ki so razvile odpornost proti večjemu številu 
antibiotikov, saj se tako možnosti za zdravljenje zmanjšajo. V naši raziskavi smo 
ugotavljali protimikrobno in odpornostno-modulatorno delovanje izvlečkov rastline P. 
ostruthium (jaščarica), ki se že vrsto let uporablja za lajšanje črevesnih motenj ter mnogih 
drugih simptomov ter bolezni. Protimikrobno delovanje smo ovrednotili z določitvijo 
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) z 21 izvlečki na divjem tipu C. jejuni ter 8 
izvlečkov za mutantih z izbrisom v genih za membranske izlivne črpalke. Najboljši 
protimikrobni učinek sta pokazali dve frakciji iz etanolnega izvlečka, katerih MIK-i so 125 
in 250 mg/L. Trije osnovni izvlečki – etanolni, heksanski izvleček in eterično olje so 
pokazali slabše delovanje z MIK 1000 mg/L. Ostrutin ter nekatere frakcije heksanskega 
izvlečka so z MIK 500 mg/L pokazale nekoliko boljši protimikrobni učinek kot 
imperatorin (MIK=1000-2000 mg/L). S testiranjem izvlečkov na mutantah z izbrisom v 
genih smo dokazali, da ima črpalka CmeABC glavno vlogo pri izčrpavanju protimikrobnih 
snovi iz celic. S testiranjem odpornostno-modulatornega delovanja smo dokazali vpliv 
izvlečkov v kombinacijah z eritromicinom, ciprofloksacinom, triklosanom in etidijevim 
bromidom na zmanjšanje živosti celic. Vrednost MIK pa se je sicer zmanjšala le pri 
ciprofloksacinu.   S testiranjem kopičenja etidijevega bromida v celicah in primerjavo z že 
znanim inhibitorejm izlivnih črpalk reserpinom smo pokazali, da večina izvlečkov v 
subinhibitornih koncentracijah zavira delovanje črpalk mnogo bolj kot reserpin. Najboljšo 
inhibicijo so pokazale etanolne frakcije in čista snov ostrutin. Izvlečke, ki so pokazali 
dobro inhibicijo črpalk, smo testirali tudi na membransko integriteto in dokazali močan 
vpliv na povečanje permabilnosti oz. prepustnosti membrane. 
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